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RÉSUMÉ
Les métalloprotéases (MMPs) font partie d’une grande famille d’enzymes
présentes dans presque toutes les cellules, capables de dégrader les composantes de la
matrice extracellulaire (ECM). Un lien est établi entre les MMPs et les cellules
tumorales. En effet une sur-expression et/ou une activation non-contrôlée des
métalloprotéases permet aux cellules tumorales possédant une capacité motile de
quitter le foyer initial et de former des métastases. Nous avons démontré que les
cellules MDCK transformées par le virus du sarcome de Moloney (M$V) et
sélectionnées pour leur caractère invasif (M$V-MDCK-1NV) expriment le récepteur c
Met hautement phosphorylé. L’autophosphorylation du récepteur induite par le ligand
HGf (hepatocytes growth factor), sécrété par ces cellules, module la motilité des
cellules M$V-MDCK-INV et la formation de nombreux pseudopodes. L’objectif du
présent projet de recherche était de déterminer si les cellules invasives synthétisent et
sécrètent des MMPs en quantité différente des cellules MDCK et M$V-MDCK, de les
identifier et de déterminer leurs rôles dans la motilité cellulaire. Nous avons démontré,
par la technique d’immunobuvardage de type western, que le niveau d’expression de la
MMP2 et 9 n’est pas différent entre les cellules MSV-MDCK-INV et les cellules
parentales MDCK et M$V-MDCK. Nos résultats de zymmographie montrent que
l’activité de la MMP2 des cellules MSV-MDCK-INV est négligeable et que l’activité
de la MMP9 de ces cellules est inférieure aux cellules MDCK. Ceci est dû en partie à la
voie de signalisation PKC. En effet, contrairement aux cellules MDCK, le TPA ne
stimule pas l’expression ni la sécrétion de la MMP9 dans les cellules MSV-MDCK
JNV.
Finalement, le fait que l’ilomastat, un inhibiteur des MMPs, diminue en partie
la motilité des cellules MSV-MDCK-ll’JV suggère qu’une ou plusieurs MMPs jouent
un rôle dans la motilité des cellules MSV-MDCK-1NV. Les MMPs impliquées
demeurent à être identifiées et caractérisées.
Mots clés: HGF, c-Met, MMP2, MMP9, TPA, PKC, Ilomastat
VSUMMARY
Matrix metalloproteinases (MMPs) are a large family of enzymes present in
almost all ceils, known to degrade extracellular matrix proteins (ECM). A link was
established between MMPs and tumoral cells. Indeed an uncontroled expression
and/or activation of metalloproteinases allow tumoral cells having a motile capacity
to form metastasis. We showed that MDCK ceils transforrned by Moloney sarcome
virus (MSV) and selected for their invasive character (MSV-MDCK-TNV) express a
highly phosphorylated c-Met receptor. The autophosphorylation of this receptor via
an autocrine HGF loop modulates rnotility of these cells and formation of multiple
pseudopodes. The aims of the present study were first to deterniine if invasive cells
(INV) synthesize and secrete more MMPs than MDCK and MSV-MDCK, second to
identify those MMPs and to determine their roles in motility. We showed by Western
Blotting, and by zyrnrnography that the expression of MMP2 and 9 is not different
between M$V-MDCK-INV ceils and MDCK and MSV-MDCK ceils. Our
zymrnography results show that the activity of MMP2 in M$V-MDCK4NV cells is
negligible and the activity of MMP9 in MSV-MDCK-INV cells is lower than in
MDCK cells. A defect in PKC signalling pathway or expression of a different type of
PKC isotype could explain these results. Indeed, in contrast to MDCK cells, TPA
does flot stimulate the expression nor the secretion of the MMP9 in MSV-MDCK
INV cells. Finally, the large-scale inhibitor of MMPs, ilomastat decreases the
motility of MSV-MDCK-INV cells suggesting that one or more MMPs play a role in
the rnotility ofM$V-MDCK-LNV cells. These specific MMPs remain to be identified
and characterized.
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Le cancer est une maladie très grave qui atteint de plus en plus d’individus.
Avec près de 150 000 décès par an, les cancers représentent la seconde cause de
mortalité derrière les maladies cardiovasculaires. Au Canada, d’après les taux
d’incidence actuels, 38 % des femmes risquent d’être touchées par le cancer au cours
de leur vie «dont 9% du cancer du sein ». La proportion est de 43 % chez les
hommes «dont 30% du cancer de prostate ». D’où l’importance de comprendre
d’avantage les causes de cette maladie et d’y trouver un remède efficace. Une
connaissance plus approfondie des processus moléculaires et biochimiques qui
interviennent dans toutes les formes de cancer contribuera à développer des
médicaments contre des cibles tumorales précises. La recherche fondamentale est le
seul moyen qui pourra, un jour, nous permettre de mieux contôler cette maladie.
1.1.1 DÉFINITION
Dans un organisme, le devenir de chaque cellule est minutieusement contrôlé.
Selon les signaux qu’elle reçoit (Figure 1), une cellule peut se diviser, se différencier,
rester quiescente ou même mourir par apoptose ou par nécrose. L’apoptose ou mort
cellulaire programmée est un processus normal qui joue un rôle fondamental dans le
développement et l’homéostasie cellulaire (107). Les cellules en apoptose subissent
des modifications morphologiques caractéristiques : la cellule et son noyau
rétrécissent, se condensent et se fragmentent en corps apoptotiques. La membrane
plasmique ne se rompt pas mais exprime des signaux de mort reconnus par les
macrophages, qui phagocytent les corps apoptotiques sans réponse inflammatoire
(185). Lorsqu’une cellule n’obéit plus à ces signaux, elle se divise sans cesse. Cette
prolifération cellulaire incontrôlée entraîne la formation d’une masse tumorale qui,
interfère avec la physiologie normale de l’organisme et peut causer sa mort. Le
cancer est donc une maladie qui se définit, à l’origine, par la transformation d’une
cellule nonTiale en une cellule tumorale. Cette cellule tumorale se divise en une
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descendance de cellules qui restent sourdes aux signaux que l’organisme impose





Figure 1 : Le devenir de toute cellule se résume à trois possibilités;
prolifération (1), différentiation (2) et apoptose (3). Une cellule devient
cancéreuse lorsque au moins un de ces processus est altéré.
1.1.2 CLASSIFICATION DES CANCERS
Il existe de très nombreux types de cancer différents car toutes les cellules de
l’organisme sont susceptibles d’être transformées. Par conséquent, on divise les
cancers en fonction de leur origine. Ainsi, les carcinomes sont des cancers de cellules
épithéliales (d’origine ectodermique ou endodermique) et les sarcomes sont des
cancers d’origine mésodermique, et les leucémies et les lymphomes sont des
sarcomes particuliers affectant les cellules du système sanguin. Les tumeurs sont
ensuite définies d’après l’origine du tissu concerné et les caractéristiques
histologiques de la cellule tumorale.
1.1.3 ÉVÉNEMENT GÉNÉTIQUE DU CANCER
Au niveau génétique, le cancer s’explique par une expression excessive des
gènes stimulant la croissance et/ou une expression insuffisante ou nulle des gènes qui
la limitent. Des lésions (non-réparées) au niveau de l’ADN sont toujours la cause
déclenchant un processus tumoral. Dans une cellule normale, on retrouve ainsi deux
catégories de gènes influençant la croissance cellulaire ; les proto-oncogènes qui la
stimulent et les anti-oncogènes qui la réduisent. Ces deux groupes de gènes
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concernent les deux grandes voies cellulaires réglant la croissance cellulaire; les
voies de la stimulation et les voies de l’inhibition. Ces deux voies représentent le
réseau de communication cellulaire qui repose sur le bon fonctionnement de toutes
les protéines «relais », partant des signaux externes de la surface de la cellule
jusqu’au noyau. Au noyau, un mécanisme moléculaire intègre tous les signaux de
stimulation et d’inhibition, décidant si la cellule entre en division ou non.
1.1.3.1 LES PROlO-ONCOGÈNES ET LA STIMULATION DE LA
PROLIFÉRATION CELLULAIRE
Les proto-oncogènes sont des gènes normaux qui stimulent la croissance
cellulaire. Ils codent pour des protéines qui régissent la croissance, la division et
l’adhérence cellulaire par les voies de la stimulation. Les signaux extracellulaires, tels
les facteurs de croissance, diffusent dans le milieu intercellulaire, et se lient à des
récepteurs membranaires spécifiques. Suite à cette liaison, il y a activation de
nombreuses protéines « relais », dans le cytoplasme, lesquelles transmettent les
signaux jusqu’au noyau. L’ensemble de ces étapes en cascade est appelé signalisation
intracellulaire. Là, d’autres protéines, des facteurs de transcrzption, activent divers
gènes qui déclenchent le cycle de croissance cellulaire (division).
Certains oncogènes i.e les formes mutées de proto-oncogènes normaux, déclenchent
une surproduction de facteurs de croissance (ex. $ Transforming growth factor a -
TGFŒ) qui conduit au développement de cancers. D’autres oncogènes codent pour
des récepteurs anormaux qui émettent des signaux de prolifération cellulaire même en
absence de ligand (ex. $ Erb-2 tableau 1), dans le cas du cancer du sein (160), et c
Met dans le cas de carcinome rénal ou d’hépatome (128). D’autres oncogènes dont
ras (108) perturbent des protéines servant de «relais ». Les protéines mutées
entraînent la prolifération, même en absence des signaux émis par les récepteurs des
facteurs de croissance.
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1.1.3.2 LES ANTI-ONCOGÈNES ET L’INHIBITION DE LA
PROLIFÉRATION CELLULAIRE
Les anti-oncogènes (ou suppresseurs de tumeurs) sont des gènes normaux
codant pour des protéines qui inhibent la division cellulaire donc inhibent la
croissance cellulaire. Comme pour les voies de la stimulation, les voies de l’inhibition
agissent en cascade et impliquent diverses protéines de la surface cellulaire jusqu’au
noyau. Certains cancers résultent de l’inactivation des anti-oncogènes, comme par
exemple, les cancers héréditaires non-polyposiques du côlon, qui présentent des
récepteurs membranaires insensibles au facteur TGf-13 (21), lequel inhibe
nonrialement la croissance cellulaire.
Tableau I Exemples de gènes associés à des cancers chez l’homme
Gène Rôle physiologique Cancers Références
PDGF code pour le facteur de croissance Gliomes malins (tumeurs (30)
PDGF impliqué dans la cérébrales)
prolifération cellulaire.
Erb-B code pour le récepteur du facteur de Glioblastornes (tumeurs (76)
croissance EGF, impliqué dans la cérébrales)
prolifération cellulaire.
c-myc code pour un facteur de transcription Leucémies, cancer du (34)
activant des gènes de sein, estomac, pancréas
prolifération.
p53 code pour une protéine de poids Cancer du sein (159)
moléculaire 53 kDa qui peut
interrompre la division cellulaire
et déclencher l’apoptose.
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1.1.4 LES NOUVELLES PROPRIÉTÉS CELLULAIRES
Les propriétés cellulaires correspondant à ces transfonriations génétiques sont
indispensables pour franchir les étapes successives de la cascade métastasique (50).
Il s’agit de l’angiogenèse, de la perte de cohésion tissulaire, de la production de
molécules d’adhésion, de la sécrétion d’enzymes protéolytiques, de la motilité
cellulaire, de la capacité de survie dans le sang, de l’extravasation et enfin de
l’invasion. Ces différentes étapes dans la progression du cancer/métastase seront
décrites succinctement (127).
1.1.4.1 L’ANGIOGENÈSE
À l’état normal, à l’exception de la grossesse, la croissance physiologique
(enfant), le cycle menstruel et la restauration tissulaire post-traumatique, l’endothélium
n’est soumis qu’à un renouvellement cellulaire extrêmement lent (29). Dans un état
pathologique comme le cancer, une angiogenèse importante est souvent observée.
L’angiogenèse est indispensable à la croissance de la tumeur primitive (52, 73, 105) car
elle permet un apport de nutriments au sein même de la tumeur. Elle résulte de
l’activité d’un ou de plusieurs facteurs angiogéniques fournis par les cellules malignes
et les fibroblastes, dont les TGF, les FGF, l’angiogénine et le VEGF (39, 105) et/ou de
la sous-expression d’inhibiteurs conrme l’angiostatine, un fragment du plasminogène
ou de la forme tronquée de la thrombospondine-1 codée par le gène suppresseur p53
(143).
1.1.4.2 LA PERTE DE COHÉSION TISSULAIRE
La perte de cohésion tissulaire permet la séparation des cellules. Elle résulte d’un
dysfonctionnement de molécules d’adhésion cellulaire ou CAM (Celtular adhesion
molecute) (118). La cadhérine E, en particulier, est une glycoprotéine
transmembranaire spécifique des épithélia qui, en présence de calcium, se lie à une
protéine identique présentée à la surface d’une cellule voisine. Considérée comme le
produit d’un gène suppresseur de l’invasion, elle a une expression inversement
proportionnelle à l’activité invasive des cellules cancéreuses, notamment mammaires et
25
prostatiques (63, 171, 173). En effet, le gène correspondant est localisé sur un segment
de chromosome qui est fréquemment perdu au cours du développement du cancer de la
prostate (35). Certains attribuent l’expression réduite de cadhérine E dans les tumeurs
mammaires et prostatiques à une hyperméthylation de la séquence promotrice du gène
(162).
1.1.4.3 LES MOLÉCULES D’ADHÉSION
Pour pouvoir envahir successivement la membrane basale de l’épithélium
d’origine, le stroma interstitiel et la paroi d’un vaisseau sanguin, la cellule tumorale
doit d’abord y adhérer. Cet attachement est facilité par la surexpression d’un ou de
plusieurs récepteurs intégrine spécifiques des substrats de la matrice extracellulaire, en
particulier, la laminine, la fibronectine et le collagène de type IV (118). La cellule
métastatique pourrait également exprimer des variants de la glycoprotéine CD44, un
récepteur spécifique du hyaluronate. Lorsque activé, CD44 joue normalement un rôle
dans la migration des lymphocytes et leur fixation à l’endothélium des veinules. Il
permet aussi l’adhésion de cellules cancéreuses de rat à la matrice extracellulaire ainsi
qu’aux cellules endothéliales (70, 115). L’intégrine VLA-4, spécifique de la
fibronectine et surexprirnée par les liguées cellulaires de mélanomes, serait responsable
de leur adhésion à l’immunoglobuline endothéliale VCAM-1 (75).
1.1.4.4 LES PROTÉASES
La destruction enzymatique des membranes basales qui compartimentent les
tissus est une facette essentielle du processus d’invasion (19, 75). Des
métalloprotéases matricielles sont produites par les cellules néoplasiques et surtout
par les fibroblastes du stroma péri-tumoral (20). Ainsi, la stromélysine-3, destinée à
lyser les protéoglycans, la laminine, le collagène de type TV et la fibronectine de la
membrane basale (105), est exprimée par les cellules strornales entourant des
carcinomes mammaires invasifs, en réponse à un ou plusieurs facteurs libérés par la
cellule tumorale, comme le 3fGF, le PDGf ou l’EGF.
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1.1.4.5 LA MOTILITÉ CELLULAIRE
Les mouvements cellulaires sont normalement limités par les interactions avec
les protéines extracellulaires ainsi qu’avec les cellules voisines. Indissociable des
mécanismes d’adhésion et de protéolyse, la motilité complète le caractère métastasique.
Elle est favorisée par la production de molécules stimulantes ou par une sensibilité
modifiée à celle-ci. Le scatter factor induit la dispersion de cellules épithéliales et
augmente la mobilité des cellules (59). Il est synthétisé par les fibroblastes et se fixe sur
la cellule cancéreuse par l’intenuédiaire d’un récepteur à activité tyrosine kinase codé
par l’oncogène c-met (139). Des cellules de mélanome humain sécrètent l’AMf
(autocrine motility factor), facteur de motilité autocrine (104). Il interagit avec une
protéine G transductrice de signal, codée par le gène suppresseur nm23 (105, 157) pour
modifier le cytosquelette et induire la formation de pseudopodes. La mobilité peut
encore être favorisée par de nombreuses molécules dont le TNf ($8) et le FGF (27)
ainsi que par des produits de la protéolyse matricielle (31).
1.1.4.6 LE TRANSPORT HÉMATOGÈNE
L’intravasation s’effectue au niveau des néocapillaires tumoraux ou de veinules
dont la paroi fine offre peu de résistance à la pénétration par la cellule tumorale (50,
51). Rendue dans le courant sanguin, la cellule se trouve en suspension alors qu’elle
avait toujours été en contact avec un substrat solide. Des chercheurs suggèrent que,
pour se déplacer dans les vaisseaux, certaines cellules tumorales utiliseraient plutôt des
mécanismes d’adhérence à l’endothéliurn, propres aux leucocytes circulants (75, 118).
Ainsi, l’expression d’un dérivé sialique antigénique, ligand spécifique de la sélectine
endothéliale ELAM- 1, a été mise en évidence dans une lignée de carcinome du côlon
(75, 11$).
1.1.4.7 L’EXTRAVASATION
La cellule cancéreuse, présente dans un vaisseau, doit d’abord se fixer à
l’endothéliurn à un site secondaire propice à son adhésion. Ensuite, les cellules
endothéliales se rétractent (125), exposant la membrane basale, riche en laminine, en
collagène IV favorisant un gradient d’adhésion et par conséquent, l’extravasation. La
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membrane basale est alors dégradée grâce aux enzymes protéolytiques des cellules
tumorales. L’invasion peut alors avoir lieu. Pour former une métastase significative, la
cellule doit trouver un environnement favorable à sa prolifération et à sa survie.
1.2 MOTILITÉ ET INVASION CELLULAIRE
De nombreuses cellules ont la capacité de se déplacer au sein d’un organisme.
Certaines cellules du système immunitaire migrent vers le lieu d’une infection pour
combattre l’agent pathogène. D’autres cellules, dite “cellules précurseurs”, migrent
dans l’embryon au cours du développement embryonnaire pour former de nouvelles
structures. Toutefois, le dérèglement de la capacité de déplacement d’une cellule a des
conséquences dramatiques. Ainsi dans le cas du cancer, l’augmentation de la motilité
des cellules malignes leur permet de s’échapper du centre de la tumeur initiale pour
envahir l’organisme et former des métastases.
La membrane basale constitue le premier rempart contre l’invasion tumorale. La
dégradation de cette membrane est cruciale pour l’invasion des cellules malignes et la
formation des métastases. Il s’agit d’une spécialisation de la matrice extracellulaire, se
présentant comme une mince couche de 50 à 200 mn d’épaisseur, limitant entièrement
les structures épithéliales et vasculaires. Elle forme une frontière avec le tissu
conjonctif
Les membranes basales sont constituées essentiellement de laminine, de
collagène de type IV, de fibronectine et d’héparane sulfate protéoglycan. Elles jouent
un rôle primordial dans la morphogenèse, la différenciation cellulaire, l’architecture
tissulaire et l’adhérence cellulaire.
Cette dégradation est médiée par des enzymes protéolytiques sécrétées par
différents types de cellules, participant à l’invasion de cellules tumorales. Parmi ces
enzymes on trouve la famille des métalloprotéases
1.3 LES MÉTALLOPROTÉASES MATRICIELLES (MMPs)
Les métalloprotéases matricielles (MMP) constituent une famille de protéases
impliquées dans la dégradation des constituants de la matrice extracellulaire. La
famille des métalloprotéases comprend 25 endopeptidases dépendantes du zinc,
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collectivement capables de dégrader essentiellement toutes les composantes de la
matrice extracellulaire
1.3.1 CLASSIFICATION
Selon leur spécificité et leur substrat préférentiel, les MMPs peuvent être
classées en au moins 5 groupes distincts : collagénases, stromélysines, gélatinases,
matrilysines et MMPs de type membranaire (MT-MMPs : Membrane Type Matrix
Metattoproteinases) (Tableau II). Les collagénases (MMP-1, MMP-8, MMP-l 3, et
MMP-20) initient spécifiquement la dégradation de fibres de collagène de type I, II et
III. Elles clivent la triple hélice pour donner deux fragments correspondant aux 3/4 N
terminal et 1/4 C-terminal. Cette coupure provoque le déroulement de la triple hélice
et libère un collagène dénaturé (aussi appelé gélatine), alors accessible aux protéases
non spécifiques (100). La spécificité de ces collagénases est variable: la collagénasel
(MMP-l ou collagénase interstitielle) dégrade le collagène de type III plus
efficacement que les types I et II tandis que la MMP-$ (ou collagénase 4) est plus
active sur le typ.e I. La collagénase3 (MMP-13) possède une spécificité de substrat
plus large. Outre les fibres de collagène et la gélatine, la MMP13 dégrade aussi le
collagène de type IV, IX, X et XIV. Cette collagénase possède également un site de
clivage supplémentaire et clive le collagène de type I au niveau de son domaine N-
terminal.
Les gélatinases ou collagénases de type TV sont classées en deux types : la
gélatinase A ou gélatinase de 72 kDa (MMP-2) et la gélatinase B ou gélatinase de 92
kDa (MMP-9). Ces deux enzymes dégradent principalement le collagène dénaturé
(clivé) et le collagène de type IV. Des études récentes leurs attribuent également une
activité collagénolytique, i.e. que la MMP-2 est capable de cliver le collagène de type
I, sous forme de triple hélice, en fragments 3/4 N-terminal, 1/4 C-terminal identiques à
ceux générés par les membres de la famille des collagénases, décrites ci-dessus (3). De
même, la MMP-9 exprimée par les ostéoclastes durant le développement foetal de la
souris est capable de cliver les collagènes de type I, II et V dans la partie N-terminale
(85).
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Les stromélysines possèdent une spécificité de substrat très large. Les
stromélysines-1 (MMP-3) et -2 (MMP-1O) sont capables de dégrader les protéoglycans,
les laminines, la fibronectine, l’élastine, la gélatine, les collagènes de type IV, V, IX et
X (Tableau II). La stromélysine-3 (MMP-1 1), quant à elle, dégrade les protéoglycans
et la fibronectine.
Les MMPs de type membranaire (MT-MMPs) forment un sous-groupe d’au
moins 4 isoformes (Tableau II). La spécificité de substrat de la MTY-MMP (MMP-14)
est la mieux connue. Si des études récentes ont montré qu’elle pouvait dégrader
certains composés de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine et les collagènes
de type II et III (129, 141), cette activité semble faible (44). Les MT1-MMP, MT2-
MMP et MT3-MMP sont également décrites comme activateurs physiologiques de la
MMP-2. Il est également à noter qu’une forme soluble de la MT3-MMP a été décrite
chez l’homme (113). Provenant d’un épissage différentiel du gène codant la MT3-
MMP, cette forme est capable d’activer la proMMP-2 mais aussi de dégrader différents
substrats matriciels (fibronectine, collagène de type III).
Les matrilysines (MMP-7 et 26) possèdent un spectre de dégradation très large
fibronectine, larninine, entactine, collagène de type IV et protéoglycans.
Les autres MMPs ont été clonées et désignées comme faisant partie de la grande
famille des MMPs d’après le pourcentage d’homologie en acides aminés et la présence
de motifs particuliers à ces protéases (cf. ci-dessous). Ainsi, MMP- 18 (40), MMP- 19
(132) et les MMPs-1 1,12,20,17,23 et 25 font partie de cette famille mais leur spécificité
de substrat n’est pas encore connue.
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TABLEAU II: Nomenclature des MMPs
Protéases MMP P. M.* (kDa)
Coilagénases
Collagénase 1 MMP1 52/41
Collagénase 2 MMP8 85/64
Collagénase 3 MM? 13 65/55
MMP2O 54/43
Stromélysines
Stromélysine 1 MMP3 57/45, 28
Stromélysine 2 MM? 10 56/47,24
Gélatinases
Gélatinase A MMP2 72/67
Gélatinase B MMP9 92/67
Matrilyshies
Matrilysine 1 MMP7 28/19














Lorsque plus d’un poids moléculaire est indiqué, les différentes valeurs de poids
moléculaires correspondent aux différentes formes de la protéine, soit respectivement
les pro-formes et les formes matures. Lorsqu’une seule valeur est indiquée, elle
correspond à celui de la forme mature active. * P. M . poids moléculaire.
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1.3.2 STRUCTURE
La structure primaire des MMPs contient cinq domaines fonctionnels (Figure
2): 1- une séquence signal (le pré-domaine) nécessaire à leur acheminement
intracellulaire jusqu’à la surface cellulaire et dont le clivage intracellulaire fournit le
signal de sécrétion, 2- un pro-domaine N-terminal de 8 kDa responsable du maintien
de l’enzyme sous sa forme inactive et caractérisé par la séquence conservée proline
arginine-cystéine-glycine-valine-proline-aspartate (PRCGVPD) dans laquelle la
cystéine est coordonnée au zinc (Zn2) du site actif; ce domaine est rapidement
éliminé après la sécrétion et est absent de la forme enzymatique mature, 3- un
domaine catalytique contenant la séquence histidine-glutarnate-X-X-histidine-X-X
glycine-X-X-histidine (HEXXHXXGXXH) dont les trois résidus histidines
constituent des ligands pour l’ion Zn2 du site actif, 4- un domaine charnière riche en
proline et finalement, 5- un domaine C-terminal contenant une séquence apparentée à
celle de l’hérnopexine ou à la vitronectine (autrement appelée hémopexin ou
vitronectin-tike).
Il est à noter que la MMP-7 fait exception car elle ne possède, dans sa structure,
que les trois premiers domaines parmi les cinq décrits ci-dessus (134). Les gélatinases
contiennent un domaine supplémentaire en aval du domaine de liaison du zinc. Ce
domaine, dit fibronectin-like en raison de son homologie avec la protéine du même
nom, est responsable de la forte affinité de ces enzymes pour le collagène et la
gélatine (120). La MMP-9 et les MT-MMPs contiennent également un domaine
homologue à la chaîne c2 du collagène de type V (180). Les MT-MMPs possèdent un
domaine additionnel à l’intérieur du domaine catalytique qui penriet leur ancrage à la
membrane plasmique (145). En outre, elles partagent avec la stromélysine-3 une
séquence de 10 résidus située entre le pro-domaine et le domaine catalytique qui est
homologue aux séquences de reconnaissance des enzymesfitrin-like (144).
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figure 2: Structure des MMPs appartenant aux différentes classes. Les
différents membres de chaque classe sont indiqués ainsi que les différents domaines
constituants les différentes MMPs. Les différents domaines sont : Pre, séquence
signal; Pro, propeptide; Fu, site fitrin-like; Zn, site de liaison pour le zinc; Fi,
(fibronectin like) ; H, région charnière (hinge); Vn, site de liaison à la vitronectine
(vitronectin like); TM, domaine transmembranaire; Cy, queue cytoplasmique; GPI,
domaine de liaison au glycosyl phosphatidylinositol; CA,; Ig-Ïike, site
imrnunogÏobuÏin-tike. Adapté de (155).
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1.3.3 ACTIVATION DES MMPs:
L’absence d’activité enzymatique des formes zymogènes ou pro-enzymes
résulte de l’interaction entre le zinc (Zn2) du site actif et un résidu cystéine (Cys)
présent dans le pro-domaine de la protéine (Figure 3). L’activation enzymatique est
due à la dissociation Cys-Zn2 et à la fixation d’une molécule d’eau sur l’atome de Zn,
suivie d’une auto-protéolyse qui libère le pro-fragment de l’extrémité N-terminale,
rendant ainsi le site actif accessible. La rupture de cette interaction Cys-Zn2 (Cystein
switch) peut se produire sous l’influence des radicaux libres, par des agents physiques
comme la chaleur (92) ou par clivage protéolytique du pro-peptide (Figure 3). Ainsi,
plusieurs protéinases à sérine, dont les plus importantes sont la plasmine, la trypsine et
la chymase des mastocytes, peuvent activer certaines MMPs (131, 137), mais aussi les
MMP3, 7 et les MMPs membranaires sont des activateurs potentiels de plusieurs
MMPs. Les MMPs agissent donc en cascade.
His coo
Figure 3: Activation des MMPs dans te milieu extracellulaire. AMPA
(alpha-amino-3-hydroxy-5-methyÏ-4-isoxazolepropionic acid)-type glutamate
receptor). Tirée de (155)
Bien que les mécanismes d’activation des MMPs in vivo ne soient pas encore
totalement élucidés, quatre voies d’activation sont possibles. Elles sont décrites ci-
dessous.
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1.3.3.1 Activation extracellulaire des MMPs par des protéinases “non-MMPs”
L’activation extracellulaire des MMPs par des protéinases “non-MMPs” fait
intervenir la cascade de la plasmine et peut se produire à la surface cellulaire via le
récepteur de l’uPA « urokinase plasminogen activator » ou être distant du site de
sécrétion de l’enzyme (14$). Dans ce système, le plasminogène est clivé en plasmine
par l’uPA ou le tPA (tissue plasminogen activator), l’activateur tissulaire de la
plasmine. La plasmine ainsi formée peut alors activer totalement la stromélysine et
partiellement, la collagénase interstitielle. La stromélysine active peut augmenter
l’activité de la collagénase interstitielle par un clivage d’un peptide de l’extrémité C-
terminale de la molécule. Un autre exemple de ce type d’activation est fourni par la
thrombine; cette protéinase est en effet capable d’activer la MMP-2 (5$, 186).
1.3.3.2 Activation extracellulaire des MMPs par d’autres MMPs
L’activation extracellulaire des MMPs par d’autres MMPs. La matrilysine
MMP7 a ainsi été décrite comme étant capable d’activer les proMMP-2, -3 et -9. La
proMMP-9 peut également être activée par la MMP-2 (55). La MMP1O est capable
d’activer les pro-MMP7 et 9 (122).
1.3.3.3 Activation intracellulaire des MMPs par la furine
La furine est une protéinase à sérine du réseau trans de l’appareil de Golgi qui
reconnaît la séquence (RXKR) portée par les stromélysines -1, -2, -3 et les MT-MMPs.
Cependant, ce type d’activation n’a, à ce jour, été montré que pour la pro-stromélysine
3 et la MT1-MMP (144).
1.3.3.4 Activation des MMPs par les MT-MMPs
L’activation par les MT-MMPs semble ne concerner que la proMMP-2 (Figure
4). A l’inverse des autres MMPs, l’activation de la proMMP-2 se produit à la surface
cellulaire et fait intervenir les MT-MMPs. Le rôle des MT-MMPs n’est pas totalement
clair et fait encore l’objet de nombreux travaux même si un rôle de récepteur
membranaire de la pro-enzyme est couramment admis (150). Actuellement, il semble
que le système d’activation de la proMMP-2 ferait intervenir un complexe tertiaire
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Figure 4: Modèle d’activation de la pro-MMP2 par la MT1-MMP membranaire.
(1) pro-MT1-MMP peut être activé dans la cellule (activation intracellulaire) par les
furines ou à l’extérieur de la cellule (activation extracellulaire) par les plasmines. (2)
TIMP-2 joue le rôle d’une molécule adaptatrice en liant MT-MMP1 à pro-MMP-2. Une
seconde TIMP-2 clive une portion du pro-domaine MMP2, ce qui aboutit à la
formation d’un intermédiaire MMP2 (3) Cet intermédiaire est alors activé par clivage
autocatalytique ou par le système plasminogène/plasmine, est une molécule MMP2
active est mature est alors libérée à la surface de la cellule (4) MT1-MMP, dans le
présent exemple, et TIMP2 sont alors intemalisés dans le cytoplasme. Nt, est la partie
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1.3.4 RÔLE DES MÉTALLOPROTÉASES
1.3.4.1 Rôle physiologique
Le remodelage de la matrice extracellulaire indispensable à la cicatrisation des
blessures, l’ernbryogenèse, l’angiogenèse ou le cycle reproducteur féminin nécessite
l’action des métalloprotéases de la matrice extracellulaire. Les MMPs jouent un rôle
essentiel dans la dégradation de la matrice soutenant les cellules en dégradant les
membranes basales et les tissus conjonctifs.
1.3.4.1.1 Collagénases
Lors du processus de cicatrisation, les collagénases sont principalement produites
par les kératinocytes basaux de l’épiderme. Différentes études immunohistologiques
ont, en effet, montré une expression de la collagénase interstitielle (MMP 1) au niveau
des kératinocytes motiles qui sont au contact des composants de la matrice
extracellulaire (82, 141). Cette interaction entre les kératinocytes et la matrice
dermique, en particulier avec le collagène de type I, pourrait fournir un signal précoce
d’initiation de la réponse épithéliale à la blessure. D’autres études réalisées in vivo ou
in vitro ont permis de montrer que cette interaction impliquait des récepteurs de type
intégrine exprimés constiftttivement (cri/31 ; c2t31; f31; n634) ou sélectivement (a5/31;
Œl/33) par les cellules motiles (116, 169). La synthèse de collagénase par ces cellules
peut aussi être influencée par des facteurs solubles tels l’interleukine-l (IL-1) et le
facteur de croissance tumoral (TGF-Œ) présents dans l’environnement de la blessure ou
produits par l’épiderme (116, 169)
Certains travaux ont également mis en évidence une expression de collagénase
dans le derme superficiel au niveau des cellules mésenchymateuses et inflamniatoires
(110, 141). L’activité de dégradation des collagénases pourrait être impliquée dans
différentes étapes de la cicatrisation, en fonction du compartiment dans lequel elles
s’expriment et/ou agissent. Ainsi, dans l’épiderme, le rôle des collagénases serait
essentiellement de promouvoir la migration cellulaire. La dégradation du collagène de
type I permettrait aux kératinocytes de se dissocier localement de leur substratum et de
migrer pour reformer un néo-épithélium. En revanche, l’activité collagénolytique du
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derme permettrait le remodelage matriciel du tissu de granulation (structure constituée
par la prolifération d’un tissu conjonctifjeune et riche en vaisseaux)
1.3.4.1.2 Stromélysines
Les différentes isofonues des stromélysines ont été détectées lors de la
cicatrisation de blessures aiguès et chroniques (110, 142). Bien que ces enzymes
possèdent une large spécificité de substrats et une organisation protéique similaire, leur
localisation au sein du tissu est très différente. Ainsi, la stromélysine-2 est uniquement
produite par les kératinocytes situés au front de migration de l’épithélium. Ls
kératinocytes en question sont les mêmes que ceux exprimant la collagénase
interstitielle. La stromélysine-l est également produite à ce niveau mais par une
population de kératinocytes différente, dans des cellules proliférantes, à l’arrière du
front de migration. Ces cellules sont encore au contact des différents composants de la
membrane basale. D’autre part, un fort signal pour l’expression de la stromélysine-1 est
également détecté au niveau des fibroblastes du tissu de granulation (110, 142).
Le profil d’expression de la stromélysine-3 a été étudié chez le rat dans la
cicatrisation dermique de blessures aigus et montre une localisation des ARNm
confinée dans le tissu stromal; on note une co-localisation avec les ARNm de la MMP
2 et de la MIl-MMP (130).
L’expression de ces stromélysines peut être modulée par les cytokines présentes
dans le tissu. Des études réalisées in vitro ont ainsi montré que l’EGF et le TNF
stimulent l’expression de stromélysine-2 tandis que l’IL-l, le PDGF, l’EGF, le TNF-a
augmentent celle de la strornélysine-1 par les fibroblastes ou les kératinocytes (109). A
la différence des collagénases qui possèdent un spectre d’action limité aux fibres de
collagène (type I, II, III), les stromélysines sont capables de dégrader de nombreuses
protéines de la matrice extracellulaire telles la fibronectine, laminine, collagène de type
IV. Cette grande diversité de substrat et la localisation tissulaire de ces enzymes
tendent à suggérer un rôle de la stromélysine-2 dans la migration des kératinocytes via
la dégradation des molécules de la membrane basale. Un rôle d’activateur de la MMP-9
est aussi envisagé. Localisée dans les cellules prolifératives, la stromélysine- 1,
synthétisée par les kératinocytes basaux de l’épiderme, semblerait davantage impliquée
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dans le remodelage tissulaire précédant la formation d’une nouvelle membrane basale.
Dans le derme, les stromélysines -1 et -3 peuvent être impliquées dans la formation et
le remodelage du tissu de granulation et/ou dans des processus qui y sont associés tels
l’angiogénèse, l’extravasation et la migration de cellules inflammatoires (117).
1.3.4.1.3 Gélatinases
L’étude de l’expression des gélatinases pendant la cicatrisation cutanée montre de
grandes différences spatiales et temporelles en fonction de l’isofonne considérée. La
MMP-9 semble impliquée dans les phénomènes précoces de la réparation; son
expression augmente dès le premier jour après la blessure et diminue rapidement. Cette
expression est associée à la migration, dans le foyer de la blessure, des cellules
inflammatoires qui la sécrètent neutrophiles, éosinophiles, macrophages. Des études
d’hybridation in vitro montrent également une synthèse de MMP-9 au niveau des
régions proliférantes de l’épithélium et plus tardivement, au niveau du tissu de
granulation. Ces localisations peuvent s’expliquer par l’expression de l’enzyme à la
fois dans les kératinocytes et les cellules endothéliales capillaires (110). Si la MMP-2
est exprimée constitutivement, sa production augmente après une blessure. Son profil
d’expression diffère des autres MMPs avec un pic plus tardif, et surtout une expression
exclusivement mésenchymateuse, pendant la fonnation du tissu de granulation.
Récemment, des études de immunohistochirnie ont permis de montrer que la protéine
MMP-2, dans ce tissu, était co-localisée avec celle de la MT1-MMP (110, 130).
L’ensemble de ces données permet d’envisager des rôles distincts pour ces deux
enzymes. La MMP-9 serait davantage impliquée dans les étapes plus précoces telles
que le détachement des kératinocytes de la membrane basale, la migration de ces
cellules et le remodelage des matrices provisoires (fibrine-fibronectine) (145). La
MMP-2 paraît, pour sa part, agir plus tardivement dans les phases de remodelage de la
matrice extracellulaire ($5, 130).
1.3.4.2 Rôle des MMPs dans le cancer
Un déséquilibre dans l’expression et l’activité des MMPs a une importance sur
diverses pathologies comme la sclérose en plaque, la maladie d’Alzheimer ou le
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dévelopernent de métastases (36). Le rôle des MMPs dans le développement du cancer
a fait l’objet de recherches intensives depuis plus de deux décennies (Tableau III). Un
rôle important fut initialement attribué à la capacité des MMPs de dégrader la matrice
extracellulaire, favorisant ainsi l’invasion tumorale. On sait maintenant que, en plus de
leur rôle dans la dégradation de la matrice extracellulaire, les MMPs ont une activité
protéolytique également dirigée contre des protéines non-matricielles. Elles jouent alors
un rôle complexe dans plusieurs autres étapes de la progression tumorale (perte
d’adhésion, prolifération, invasion et angiogenèse) (36) (Figure 5).
Dégradation de la cadhérine E
• * *4
Invasion:
dégradation de la membrane




Figure 5: Rôle des MMPs dans la progression tumorale. Voir la description
détaillée dans le texte. Adapté de (36).
1.3.4.2.1 Perte d’adhérence
Certaines MMPs, en particulier la MMP3 et la MMP7, ont tout d’abord été
impliquées dans la perte d’adhérence cellulaire et la modification phénotypique des
cellules épithéliales qui se produisent durant les premiers stades du développement
d’une tumeur. Ces enzymes peuvent en effet digérer la cadhérine E et, de ce fait,
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rompre les adhérences intercellulaires des épithélia et stimuler l’expression de gènes
promoteurs du cancer en favorisant le transfert de la caténine f3,à partir de la cadhérine
E, vers le noyau cellulaire (106).
1.3.4.2.2 Invasion
L’invasion locale est la seconde étape de la progression tumorale dans laquelle
les MMPs sont impliquées. En effet, plusieurs MMPs en particulier les gélatinases
(MMP2 et MMP9) ont une activité protéolytique dirigée contre la protéine la plus
abondante de la membrane basale soit le collagène de type IV. Il a été démontré par
Kugler et al (95) que les MMP2 et MMP9 sont surexprimées dans le carcinome rénal
humain (hurnan renal ccli carcinomas, RCCs). Par ailleurs, Lein et al (101) ont montré
que seul le niveau d’expression de MMP9 est augmenté dans les cellules tumorales, et
que le niveau d’expression de MMP2 est comparable aux cellules normales. D’autre
part, Walther et al (174), ont montré que le niveau d’expression de MMP2 est plus
élevé dans les RCC par rapport aux cellules normales.
1.3.4.2.3 Prolifération
Une troisième étape de la progression tumorale dans laquelle les MMPs sont
impliquées est la prolifération des cellules tumorales. Ceci est dû au fait que certaines
MMPs, comme la strornélysine, sont capables de digérer des protéines extracellulaires
qui séquestrent les facteurs de croissance. C’est le cas de l’IGfBP (insulin-like growth
factor bindingprotein 3) qui se lie à l’IGF II (insulin-like growthfactor II) (112, 179).
Ceci conduit à la libération de ces facteurs de croissance d’une façon incontrôlée et à
une augmentation de la prolifération cellulaire.
1.3.4.2.4 Angiogenèse
L’angiogenèse est la quatrième étape de la progression tumorale dans laquelle les
MMPs y jouent un rôle. Certaines MMP augmentent la libération de facteurs
angiogéniques comme le VEGF (vascular endothéliat growthfactor) (24).
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TABLEAU III LIENS ÉTABLIS ENTRE CERTAINS CANCERS ET MMPS
Organes touchés par le cancer MMP Références
Sein MMP2,7,9,14 (175)
Poumon MMP2,7,9 (37)
Ovaire MMP2 et MMP14 (176)
Pancréas MMP2,3,9et 14 (7$)
Prostate MMP2 et 14 (167)
1.3.5 RÉGULATION DE L’ACTIVITÉ DES MMPs
À cause de leur importance pathophysiologique, l’activité des MMPs doit être
finement contrôlée afin de la confiner en des endroits spécifiques (53). Cette
régulation se fait à différents niveaux : transcription des gènes codant les MMPs,
stabilisation des ARNm, traduction, sécrétion sous forme zymogène, liaison des pro-
enzymes à la membrane et/ou aux molécules de la matrice extracellulaire, activation,
inhibition par les TIMPs, dégradation. La régulation de l’expression des MMPs et la
régulation de leur activité par les TIMPs seront décrites en détails car ces deux
aspects sont davantage pertinents à cette étude.
1.3.5.1 Régulation de l’expression
En règle générale, les MMPs ne sont pas exprimées constitutivement in vivo
mais sont induites en réponse à des cytokines, des facteurs de croissance, des
hormones. Ainsi, la plupart des MMPs sont induites par 1’IL-l 3, le TNF-Œ, le PDGF,
le TGF-Œ, l’EGF, le HGF, le bFGF et le NGF (134). Ces effets s’expliquent en partie
par la présence, dans la région 5’-flanquante de la partie codante du gène, de
séquences cis-régulatrices de type AP- 1 et/ou PEA3. Ces séquences stimulent la
transcription du gène situé en aval lorsqu’elles sont liées au facteur trans-régulateur
correspondant (complexe junlfos pour le site AP-1 et c-ets pour le site PEA3) (116).
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La portion de l’activation des MMPs dépendante de AP-1 peut être inhibée par les
glucocorticoïdes ou l’acide rétinoïque (85).
A l’inverse des autres MMPs, la MMP-2 est exprimée constitutivement par de
nombreux types cellulaires. L’organisation de la séquence promotrice du gène montre
des différences notables avec celle des autres MMPs. Ce promoteur contient une boîte
TATA non canonique et ne possède ni site AP-l ni site PEA3 mais deux sites SPi et un
site de liaison à la p53 (26, 38).
La régulation de l’expression des MMPs est spécifique du type cellulaire et
certains facteurs peuvent avoir des effets opposés sur des types cellulaires différents.
C’est par exemple le cas du TGf f3 qui stimule la production de MMPs par les
kératinocytes mais inhibe leur expression dans les fibroblastes (47, 165). D’autre part,
l’expression des MMPs est dépendante de Penvironnement péricellulaire, des
interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire ainsi que de la forme de la
cellule (151, 178).
1.3.5.2 Régulation par les inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPs)
La famille des TIMPs (tissue inhibitor of metaltoproteinases) comprend au
moins 4 isoforrnes chez le rat, désignées sous les noms de TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3,
TIMP-4, de masse moléculaire respective de 28, 21, 24 et 22 kDa (Tableau IV).
Exprimés par de très nombreux types cellulaires, ils sont présents dans la majorité des
tissus et des fluides de l’organisme. Si les TIMPs-l et -2 sont présents sous forme
soluble, le TIMP-3 est insoluble et lié à la matrice extracellulaire (99). Le TIMP-l se
distingue également par la forte glycosylation constitutive de sa chaîne polypeptidique,
faisant passer la masse moléculaire de 20 kDa à 30 kDa. Une quatrième isofonne
(TIMP-4) récemment découverte par clonage chez l’homme et la souris semble n’être
significativement exprimée que dans le coeur (99). Un rôle spécifique de TIMP dans ce
tissu est donc à envisager.
Ces inhibiteurs partagent une forte homologie de structure (entre 37 et 5 1%).
Ainsi, ils comportent 12 résidus cystéine permettant la formation de 6 ponts disulfure
qui organisent la molécule en deux domaines et sont responsables de la formation des
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boucles impliquées dans la liaison avec l’enzyme. Ils forment avec les MMPs, des
complexes équimolaires non covalents de haute affinité (66).
Plusieurs modes d’interaction entre TIMPs et MMPs semblent
exister. L’interaction entre TIMP-l et proMMP-9 ou entre TIMP-2 et proMMP-2
semble impliquer le domaine N-terminal de la molécule de TIMP et le domaine C
terminal de la molécule de proMMP (16, 92). L’interaction entre TIMP et MMPs
activées pourrait se faire par une liaison entre le TIMP et le site actif de la MMP (181).
Elle peut également faire intervenir le domaine C-terminal des MMPs, comme cela a
été montré pour la MMP-2 (54) et la stromélysine-1 (16).
Le rôle anti-protéasique des TIMPs peut s’exercer à plusieurs niveaux; ils
peuvent inhiber l’activation des formes zymogènes des MMP-2 et -9 en se complexant
à elles, ils peuvent empêcher l’activation de la proMMP-2 en inhibant la MT1-MMP,
par liaison avec sa forme active, ils peuvent également inhiber l’action catalytique
exercée par les MMPs en se complexant avec leur forme active (1$).
En plus des TIMPs qui sont des inhibiteurs spécifiques des MMPs, il existe
également des inhibiteurs non spécifiques tels que l’c-macroglobuline et d’al
protéinase, capables de diminuer l’activité de ces protéases (67).
TABLEAU IV Les inhibiteurs tissulaires des MMPs
Inhibiteur P M* proMMPs Expression régulée par
(kDa)
TIMP-1 28 ProMMP-9 TGF-f3, EGF, TNF-Œ
Progestérone
TIMP-2 21 ProMMP-2 c-AMP, acide rétinoïque
TIMP-3 2 1-24 ProMMP2,9 TGF-/3, PMA
TIMP-4 22 ProMMP-2
* P. M. poids moléculaire. Tiré de (77).
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1.4 LE HGF ET SON RÉCEPTEUR
Le facteur de croissance HGF et son récepteur, c-Met, sont exprimés dans le
modèle cellulaire à l’étude, les cellules MSV-MDCK-ll’JV. Une description détaillée
de ces derniers sera ici donnée afin de faciliter ensuite la compréhension.
1.4.1 Le HGF/SF
L’Hepathocyte Growth Factor (HGF), connu aussi sous le nom de Scatter
Factor (SF) est un polypeptide synthétisé principalement par les cellules d’origine
mésenchymateuse et stromale, mais non par les cellules épithéliales. C’est un facteur
de croissance ayant un rôle mitogénique, motogénique et morphogénique sur
plusieurs types cellulaires (2$, 60, 111, 140, 163).
Le HGF est synthétisé sous forme de pré-pro-HGf qui est converti en pro-HGf
par une coupure intracellulaire (15) (figure 6). Le pro-HGF (inactif) est alors sécrété
de la cellule, et converti par des protéases dont l’uPA (urokinase plasminogene
activator) (124) dans la matrice extracellulaire, en sa forme mature soit le HGF
(actif).
Le HGF (Figure 6) mature est une protéine hétérodimérique composée de deux
sous-unités, c (69kDa) et 3 (34kDa), liées entre elles par un pont disulfure entre les
acides aminés Cys604de la chaîne Œ et Cys487 de la chaîne 3. La chaîne ct contient
dans sa partie N-terminale une boucle (haiiplin loop et quatre kringle domains (K],
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Figure 6: Étapes impliquées dans la maturation du pré-pro-HGF en HGF
mature, forme catalytiquement active. La structure secondaire du HGF mature est
aussi montrée, laquelle est formée d’une sous-unité ci de 69 kDa et sous unité 13 de 34
kDa. Tiré de (123).
1.4.2 LE RÉCEPTEUR HGF-R (c-Met)
Le récepteur HGf-R ou protéine c-Met, issu de la traduction du proto-oncogène
c-met est le récepteur spécifique du ligand HGF. Il fait partie de la grande famille des





cellulaires mais particulièrement dans les cellules épithéliales (43, $4) c-Met est une
protéine hétérodimérique de 190 kDa. Elle est formée de deux chaînes, la chaîne Œ de
50 kDa et la chaîne f3 de 145 kDa, reliées entre elles par des ponts disulfure (32).
Dans des conditions physiologiques, c-Met est phosphorylé sur les résidus tyrosine
(autophosphorylation), en position 1234 et 1235, en réponse à son ligand, le facteur
HGF/$F. Celle autophosphorylation induit ensuite la phosphorylation de deux résidus
tyrosine en position 1349 et 1356 du site de liaison multifonctionnel, aussi appelé site
d’ancrage (docking site) (Figure 7). Le récepteur phosphorylé (activé) peut alors
interagir, via les tyrosine phosphorylées, avec les domaines SH2 de nombreux
effecteurs ou adaptateurs, lesquels mènent à l’activation de différentes voies de
signalisation. Ainsi, la phosphorylation des 2 résidus tyrosine du site d’ancrage (Y’349
et Y 1356) du c-Met humain est essentielle à l’expression fonctionnelle du phénotype
dit “invasif’ du récepteur c-Met (69).
Domaine ® 6 985 Régulatonjuxtamembranaire ®— Y 1003 négatve
Domaine catalytique P Y 1234 Regulabon
tyrosine kinase p Y 1235 positive
Site de liaison y 1349 Transduction
multfonctionnel ( 1356 intrcL2re
Figure 7: Le récepteur c-Met et ses sites de phosphorylation. Les différents
domaines et résidus tyrosine pouvant être phosphorylés à la suite de l’auto-activation
du récepteur c-Met ou, dans le cas de S985 et Y’°°3, en conséquence de l’activation




1.4.3 IMPLICATION DU HGF ET DE SON RÉCEPTEUR DANS LE CANCER
En conditions physiologiques, l’activation de c-Met par le HGf entraîne une
dissociation des contacts cellule-cellule menant à une croissance invasive, nécessaire
au développement embryonnaire et au processus de cicatrisation et de régénération
d’un tissu (56). Toutefois, l’activation non-régulée de l’oncogène c-Met confère aux
cellules cancéreuses les propriétés d’invasion menant à la formation de métastases (17,
161). Dc nombreux cancers sont associés à une forte expression de c-Met, dont les
cancers du sein (16$), des ovaires (14), de la prostate ($1), de la thyroide (147),
d’autres sont associés à une phosphorylation accrue de Met sur les acides aminés
tyrosine (149).
1.5 TRANSFORMATION CELLULAIRE
De nombreux paramètres ou propriétés sont modifiées ou altérées dans les
cellules transformées. Cependant, toute cellule transformée ne présente pas forcément
toutes ces caractéristiques, mais plutôt un ensemble de modifications qui la rend bien
distincte de la cellule normale dont elle est issue. Parmi ces paramètres on a identifié 1-
l’immortalité (passages cellulaires d’une façon infinie), 2- la diminution de l’inhibition
de croissance en rapport avec la densité cellulaire, 3- la perte de l’inhibition de
croissance à confluence, 4- la diminution des besoins en milieu nutritif, notamment en
sérum et en facteurs de croissance (auto-production de facteurs de croissance,
modification des récepteurs), 5- la possibilité de croître dans des milieux semi-solides,
6- la perte de contrôle du cycle cellulaire (pas d’arrêt de la croissance en G1 ou GO
même en l’absence de facteurs de croissance), 7- l’expression accrue des gènes
impliqués dans la prolifération cellulaire, $- la modification des mécanismes de
transmission du signal, 9- la résistance à l’apoptose, 10- un changement de
morphologie cellulaire et 11- la perte de la capacité d’adhésion
1.5.1 Les cellules MSV-MDCK-INV
Les cellules MSV-MDCK-INV ont été sélectionnées à partir des cellules
MDCK transformées par le virus de sarcome de Moloney (MSV-MDCK), pour leur
capacité à passer à travers un filtre recouvert de Matrigel® (98). Elles sont
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particulièrement intéressantes du fait qu’elles possèdent des caractéristiques de cellules
épithéliales transformées et de cellules invasives.
1.5.1.1 Transformation des cellules par le virus du sarcome de moloney
Les cellules MDCK (Madin-Darby Canine Jddnev) sont des cellules épithéliales
de rein de chien. Elles forment une monocouche de cellules polarisées reliées entre
elles par des jonctions serrées (22). Ces cellules répondent très bien au HGf, de ce fait
elles constituent un excellent modèle in vitro pour étudier les effets du HGf sur le
changement de morphologie et le mouvement cellulaire. La lignée de cellules MDCK
transformées par le virus MSV (moloney sarcoma virïts), les cellules MSV-MDCK, a
été obtenue chez American Type Culture Collection afin d’étudier le phénomène de
transformation par ce virus des cellules épithéliales. Ces cellules transformées ont une
morphologie différente des cellules parentales MDCK; elles ne fonnent pas de contacts
cellule-cellule serrés, elles ont perdu leur forme cuboïdale et leur capacité à se polariser
(22). De plus, les cellules MSV-MDCK ont un cytosquelette d’actine désorganisé,
possèdent moins de fibres de stress comparativement aux cellules MDCK (98) (Figure
8) et ont une distribution différente de certaines protéines telles que la cadhérine E
(médiateur de l’adhésion cellule-cellule) et ZOl (zona occludens 1, protéine spécifique
des jonctions serrées). La perturbation ainsi que la diminution de l’expression de ces
protéines dans les cellules MSV-MDCK suggèrent qu’elles jouent un rôle important
dans le maintien du phénotype épithélial des cellules MDCK ainsi que dans
l’acquisition du phénotype invasif des cellules MSV-MDCK. Il a d’ailleurs été montré
que les cellules MSV-MDCK sont plus motiles et invasives que les cellules MDCK
(153, 172)
1.5.1.2 Sélection d’une population invasive
Les cellules M$V-MDCK ont été ensemencées dans la chambre supérieure des
chambres d’invasion. Ces chambres d’invasion sont composées d’une chambre
supérieure et d’une chambre inférieure séparée l’une de l’autre par un filtre poreux
recouvert de de Matrigel®. Le Matrigel® est une formule commerciale combinant
différentes protéines de la matrice extracellulaire mais dont la composition exacte n’est
50
pas connue. Après 24h d’ensemencement les cellules qui ont réussi à passer à travers
les pores de Matrigel® ont été décrochées de la surface inférieure du filtre par
trypsination. Après avoir obtenu une quantité adéquate de cellules, celles-ci ont été à
nouveau déposées sur un filtre pour une deuxième ronde de sélection. Après une
troisième ronde, la lignée cellulaire homogène nommée MSV-MDCK-INV a été
obtenue.
1.5.1.3 Caractéristique des cellules MSV-MDCK-INV
Les cellules MSV-MDCK-1NV (Figure 8) ont des pseudopodes bien définis
riches en actine f3 mais ne contiennent pas de fibres de stress (98). Elles ne font pas de
contacts cellule-cellule car elles n’expriment pas la cadhérine E, laquelle est impliquée
dans ces interactions (observations du laboratoire non-publiées). Nous avons montré
que de nombreuses protéines sont hautement phosphorylées sur tyrosine, dans ces
cellules, et tout particulièrement le récepteur c-Met (figure 8) (172). Le niveau
d’expression de c-Met est similaire dans les cellules MDCK, MSV-MDCK et MSV
MDCK-INV, ce qui suggère que ce récepteur est hautement phosphorylé, donc activé,
seulement dans les cellules MSV-MDCK-NV au caractère invasif. De plus, nous
avons montré que l’activation constitutive du récepteur dans les cellules MSV-MDCK
INV est due à une boucle autocrine, et que cette activation autocrine du récepteur est
directement responsable de la formation des pseudopodes et du caractère motile des
cellules M$V-MDCK-INV (172). Enfin, ces cellules forment, tout comme les cellules
NIH3T3 transformées par l’oncogène ras, de grosses colonies en milieu semi-solide





Figure $ : a) Morphologie et organisation du cytosquelette d’actine dans les cellules
MDCK, MSV-MDCK (MSV) et MSV-MDCK-INV (TNV). Marquage de l’actine-f par
la phalloïdine couplée au rouge Texan. La barre= 1 OjiM. b) Immunobuvardage de type
western avec un anticorps anti-phosphotyrosine. Adaptée de (172)
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1.6 BUT DE L’ÉTUDE
Étant donné que les MMP2 et MMP9 sont impliquées dans le processus
d’invasion et de progression tumorale, et que la stimulation par le HGf induit la
synthèse et/ou sécrétion de certaines MMPs (87, 119, 177), le but que nous nous étions
fixé était de déterminer l’identité des MMPs exprimées et sécrétées par les cellules
MSV-MDCK-TNV, et de comprendre leur rôle dans la motilité de ces cellules.
Nous avons tenté d’évaluer, par la technique d’irnmunobuvardage de type Western, le
niveau d’expression des MMP2,3,7,9 et 14 dans les lignées cellulaire MDCK, M$V
MDCK et MSV-MDCK-INV. Contrairement à nos attentes, aucune des ces MMPs
n’est exprimée d’une façon significative dans les cellules MSV-MDCK-INV
comparativement aux lignées parentales non invasives; les MSV-MDCK et les MDCK.
Nous avons étudier également l’activité de MMP2 et 9 dans les dans les lignées
cellulaires MDCK, MSV-MDCK et MSV-MDCK-INV par la technique de
zyrnmographie. Aucune activité de la MMP2 ni de la MMP9 n’est détectée dans les
cellules M$V-MDCK-INV. Cependant, l’utilisation d’un inhibiteur à large spectre des
métalloprotéases montre, par la technique de la plaie, une diminution de la motilité de
cellules MSV-MDCK-TNV.
Ces résultats suggèrent que d’autres MMPs pourraient être impliquées dans le
phénotype motiles des cellules M$V-MDCK-JNV. Par ailleurs Jia et al ont récemment
montré que ces cellules ont une très forte capacité à former des bourgeonnements
(bÏebs), lesquels sont nécessaires au processus de migration cellulaire (184). f1 est donc
possible que la contribution des MMPs au phénomène de motilité des cellules MSV




II. MATÉRIEL ET MÉTHODES
11.1 ANTICORPS ET RÉACTIFS
11.1.1 Réactifs de culture cellulaire
Le Dulbecco ‘s minimun essential medium (DMEM), le foetal bovine serum
(FBS) la glutamine, les acides aminés non-essentiels, les vitamines, la pénicilline, la
streptomycine et la trypsine ont été achetés chez Gibco Life Technologies
(Burlington, ON).
11.1.2 Anticorps primaires et protéines recombinantes
Les anticorps polyclonaux dirigés contre les MMP2,9, l’anticorps anti
125K
et l’anticoprs anti-HGF ont été achetés chez la compagnie Santa Cruz
Biotechnologie (Santa Cruz, CA). L’anti-TIMP2, les protéines recombinantes
MMP2,9 (rMMP2,9) et TIMP2 (rTIMP2) proviennent de la compagnie Chemicon
(Temecula, CA). L’ anti-phospho-c-Met 2301234,1 235) provient de Biosource
International (distribué par Medicorp mc, Montréal, Qc).
11.1.3 Anticorps secondaires
Les anticorps secondaires de chèvre et de lapin couplés à l’enzyme
horseradish peroxidase (HRP) ont été obtenus de Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc. (West Grove, PA).
11.1.4 Autres
Le r-HGF (human recombinant hepathocyte growth factor), le TPA 12-O-
tetradecanoyl phorbol-13-acetate et la gélatine proviennent de la compagnie Sigma
(Saint Louis Missouri, USA). Le réactif ECL (enhanced chemiluminescence) a été
obtenu de Mandel (St-Laurent, Qc) le réactif BCA (bicinchoninic acid) de Pierce
Biotechnology Inc (Rockford, IL). La membrane de nitrocellulose Hybond-C Extra
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de 45 microns provient de Arnersharn Life Science (Arlington Heights, IL). Le
méthanol, l’acide acétique ainsi que le bleu de Comassie (Brillant Bitte G-250) ont
été achetés de la compagnie fisher Scientific (Nepean, ON). L’ilomastat provient de
la compagnie Cederlan (Homby, ON)
11.2 CULTURE CELLULAIRE
Les cellules HT-1080 (cellules épithéliales humaine de fibrosarcome),
MDCK, MSV-MDCK et MSV-MDCK-TNV sont mises en culture dans du milieu
DMEM contenant du NaHCO3 25 mM (DMEM-NaHCO3) supplémenté de FBS
10%, d’acides aminés non-essentiels 10 mM, de glutamine 1 mM, de vitamines 10
mM, de pénicilline et de streptomycine sous une atmosphère de 5% C02, à 3 7°C. Les
cellules MSV-MDCK-INV ne doivent pas atteindre une confluence de plus de 70%.
Lors de la division 3 fois par semaine, les cellules MSV-MDCK-INV, MSV-MDCK
et HT-1080 sont rincées au PBS et incubées 40 secondes avec la trypsine 0.05%. Pour
les cellules MDCK, lors de la division, elles sont rincées et incubées pendant 10
minutes avec le PBS et ensuite incubées 5 à 10 minutes avec la trypsine 0.5%. Les
cellules sont ensuite comptées et ensemencées à une densité de 400 000 cellules (pour
la préparation des lysats) par plat de 10 cm de diamètre à une densité de 800 000
cellules (pour les zymmogrammes) par plat de 10 cm de diamètre et une densité de
300 000 cellules (pour la technique de la plaie) par plat de 65cm de diamètre.
11.3 IMMUNOBUVARDAGE DE TYPE WESTERN
11.3.1 Préparation des lysats cetiulaires
Après une culture des cellules pendant deux jours, sur la glace, la monocouche de
cellules est lavée deux fois avec du PBS-CM (NaCl 140 mM, KC1 2.7 mM, Na2HPO4
2.7 mM, KH2PO4 2.7 mM, CaC12 0.1 mM et MgC12 1 mM) et 200 tL de tampon de
lyse (PBS comprenant SDS 1%, EDTA 5 mM, orthovanadate de sodium 0.2 mM,
glycérophosphate 40 mM et les inhibiteurs de protéases PMSF 0.1 mM,
phénanthroline 0.1 mM, pepstatine I tig/rnl, leupeptine 1 ig/ml, aprotinine 1 fLg!ml)
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est ajouté dans chaque plat. Les cellules sont grattées et l’ADN est brisé par deux
rondes de sonication de 15 sec, force 2, au moyen d’un sonicateur Branson 450
(Danbury, CT), en maintenant le tube dans la glace pour éviter un réchauffement de
l’échantillon. Les protéines sont récupérées à la suite d’une centrifugation de 30
minutes à 12 800 RPM à 4°C (les protéines se retrouvent dans le surnageant).
11.3.2 Dosage des protéines
Le dosage des protéines est effectué avec le réactif à base d’acide
bicinchoninique (BCA; bicinchoninic acicf de chez Pierce (Rockford, IL). Ce
composé permet de détecter et de quantifier les protéines totales par colorimétrie. Le
Cu2 est réduit en Cu1 par les protéines en milieu alcalin. Le réactif BCA possède
une haute sensibilité et affinité pour le Cu1. Ainsi, la détection colorimétrique
(coloration mauve) est le produit de la chélation de deux molécules de BCA et d’un
ion Cu’. Ce complexe soluble dans l’eau absorbe à une longueur d’onde de 562 mn
de façon linéaire en fonction de la concentration en protéines. La concentration des
protéines est toujours déterminée en référence à une courbe-étalon préparée en.
parallèle en utilisant la protéine bovine serum alburnin (B$A). Dans des tubes, une
série de concentrations de BSA est préparée (0, 2, 4, 6, 16, 32 ig!ml) pour la courbe-
étalon ainsi que deux quantités différentes (3 et 5 tiL) pour tous les échantillons de
protéines à doser. Par la suite, I ml de réactif BCA est ajouté dans chaque tube et
ceux-ci sont incubés 30 minutes à 37°C. Après l’incubation, les tubes sont laissés à la
température de la pièce 10 minutes afin de laissser stabiliser la réaction puisque
l’intensité de la coloration varie beaucoup moins en fonction du temps à cette
température. À l’aide d’un spectrophotomètre, à la longueur d’onde de 562 nrn,
l’absorbance du blanc (sans protéine), des étalons et de tous les échantillons à doser
est mesurée dans un délai de 10 minutes pour éviter des erreurs significatives dues au
changement continu de couleur du réactif BCA. Les valeurs d’absorbance obtenues
pour les étalons ainsi que leur concentration connue en protéines permettent d’établir
une courbe dc régression à partir de laquelle sont dérivés les paramètres permettant de
déduire la concentration en protéines des échantillons inconnus (pente et ordonnée à
l’origine).
5$
11.3.3 Séparation des protéines sur un gel de polyacrylamide
L’électrophorêre sur gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécvl
phosphate (SD$) permet de séparer les protéines selon leur poids moléculaire. Des
concentrations de 7.5% ou 12% acrylamide ont été utilisées. Tout d’abord,
l’assemblage des vitres propres est effectué et le gel de séparation (Tris-HC1 375 mM
pH 8.8, SD$ 0.1 %, acrylarnide 7.5 ou 12%, TEMED 0.1%, ammonium sulfate 0.1%)
est coulé. Après une période de polymérisation de 15-30 minutes, le gel
d’entassement (Tris-HC1 375 mM pH 8.8, SDS 0.1 %, acrylamide 4%, TEMED
0.1%, ammonium sulfate 0.05%) est coulé et un peigne de 15 puits est inséré entre les
deux vitres. Les échantillons de protéines doivent être mélangés dans un ratio 2:1 à du
tampon Laemmli 3X (3-mercaptoéthanol 15%, SDS 7.5%, glycérol 30%, Tris-HCL
300 mM pH 6.8 et bleu de bromophénol) pour dénaturer les protéines (la
concentration finale des constituants du tampon Laemrnli doit être de lx). Environ
50 g de protéines de lysats cellulaires sont utilisées. Une fois les échantillons prêts,
les puits sont chargés avec les échantillons, le tampon d’électrophorèse (Tris-base
25.2 mM, glycine 218.5 mM, SDS 0.1%) est ajouté et le système de gel Hoefer (gros
gel) est assemblé. Les temps de migration et les voltages correspondants qui ont été
utilisés sont indiqués dans le tableau suivant
Tableau V: Paramètres de migration et de transfert des protéines
Migration Transfert
1 gel 30 mA environ 4h 400 mA 4h
5mAO/N lOOmAO/N
2 gels 60 mA environ 4h 400 mA 4h
lOmAO/N lOOmAO/N
V = volt ; mA = milliampère; O/N = over iiight
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11.3.4 Transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose
Une fois la migration terminée, la membrane de nitrocellulose Hybond-C
Extra® ayant des pores de 45 t est conditionnée au moins 10 minutes dans du
tampon de transfert (glycine 120 mM, Tris-base 15.7 mM, pH 8.3). Le système de
transfert est assemblé, la cuve est remplie avec du tampon de transfert et les protéines
sont transférées sur la membrane de nitrocellulose selon les paramètres indiqués au
tableau 1.
11.3.5 Révélation des protéines au Rouge Ponceau
Le rouge Ponceau est un colorant qui interagit avec les protéines de façon
réversible. Cette coloration, réalisée sur chaque membrane de nitrocellulose
immédiatement après le transfert, permet de distinguer toutes les bandes de protéines,
et ainsi, évaluer la qualité du transfert et l’homogénéité du chargement en protéines
dans les différents puits. La membrane est recouverte avec la solution de rouge
Ponceau (rouge Ponceau 0.5%, acide acétique glaciale 1%), puis agitée 2 à 3 minutes.
Le rinçage avec de l’eau présentant une résistance électrique aux ions de 18.2 MQ,
i.e. pratiquement dépourvue d’ions, retire tout le colorant qui n’a pas interagit avec
les protéines et révèle les nombreuses bandes de protéines transférées sur la
nitrocellulose.
11.3.6 Immunodétection
Les protéines que l’on veut détecter sont révélées avec un anticorps primaire
et un anticorps secondaire. Ces anticorps secondaires reconnaissent les
immunoglobulines de lapin, de souris ou de chèvre ayant servi à reconnaître la
protéine citée. Ces anticorps sont couplés à l’enzyme HRP (anti-IgG-HRP). Les
incubations des membranes de nitrocellulose avec les anticorps sont réalisées selon
un protocole établi pour chaque anticorps.
11.3.6.1 Western blot anti-phospho c-Met
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Une attention toute particulière doit être portée pour la révélation de la forme
phosphorylée de c-Met; de nombreux lavages sont nécessaires pour assurer un
résultat sans bruit de fond. La membrane de nitrocellulose est d’abord incubée 1
heure à 37°C dans du tampon de blocage (TBS Tris 3iJfered Saline , BSA 4%,
Tween-20 0.05%) et par la suite, elle est incubée O/N à 4°C avec l’anticorps anti
phospho c-Met reconnaissant spécifiquement les résidus tyrosine phosphorylés en
position 1230,1234 et 1235 (p-c-Met1230’1234”235) (1:20000; 0.025pg/ml) dilué dans le
tampon TBS contenant la BSA 1%. À la température de la pièce, la membrane est
rincée 6 fois pendant 10 minutes avec du tampon TBS contenant du Tween-20 0.1%,
incubée 1 heure avec l’anticorps anti-IgG-HRP de lapin (1:5000; 0.08tg/ml) dilué
dans le tampon TBS contenant de la B$A 2% et du Tween-20 0.1%. À la fin de
l’incubation, la membrane est lavée 6 fois pendant 10 minutes avec du tampon TBS
contenant du Tween-20 0.1% et lavée deux fois pendant 10 minutes avec du TBS.
11.3.6.2 Western blot anti-MMP2 et 9 et anti-TIMP2
La membrane de nitrocellulose est bloquée 1 heure avec du tampon de blocage
(PBS phosphate bïffer satine) contenant du lait écrémé 5%, Tween-20 (0.05%) et
incubée O/N avec les anticorps anti-MMP2 ou 9 (1 :200; 0.5ig/ml) ou anti-TIMP2
(1:1000; 0.5tg/ml) dilués dans du tampon de blocage. Par la suite, la membrane est
lavée à la température de la pièce 6 fois pendant 10 minutes avec du tampon de
lavage (PBS contenant Tween-20 0.05%) et incubée pendant 1 heure avec l’anticorps
anti-IgG de chèvre-HRP (1: 1000; 0.01 /Lg/ml) ou l’anticorps anti-IgG de lapin-HRP
(1 :5000; 0.08ig/mÏ) dilués dans du tampon de blocage. Pour terminer, la membrane
est lavée 6 fois pendant 10 minutes avec du tampon de lavage et lavée deux fois
pendant 10 minutes avec du PBS.
11.3.6.3 Western blot antipl25
Toutes les étapes suivantes sont effectuées à la température de la pièce. La
membrane est bloquée pendant 30 minutes avec du tampon de blocage (PBS, lait 5%,
Tween-20 0.05%) et incubée pendant 1 heure avec l’anticorps anti-p125’ (1/200;
0.4 tg/ml )dilué dans le tampon de blocage. La membrane est lavée, par la suite, à 3
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reprises pendant 5 minutes avec du tampon de lavage (PB$, Tween-20 0.05%) et
incubée pendant 1 heure avec l’anticorps anti-IgG-HRP de lapin (0.08 g!ml) dilué
dans du tampon de blocage. Pour terminer, la membrane est lavée 3 fois pendant 5
minutes avec du tampon de lavage et une fois avec du PBS seulement.
11.4 DÉCAPAGE (STRIPPING) DES ANTICORPS
L’enlèvement complet des anticorps primaires et secondaires de la membrane
est possible mais doit être réalisé avec beaucoup de rigueur pour en assurer le succès.
La température et la durée du traitement sont critiques. Lorsque maintenue dans
d’excellentes conditions, la membrane peut être nettoyée des anticorps liés sans
toutefois endommager ni perdre les protéines liées à la membrane de nitrocellulose. Il
y a un grand avantage à utiliser cette procédure lorsque plusieurs protéines doivent
être détectées dans un même échantillon et que la quantité de celui-ci est limitée.
Nous vérifions l’efficacité du décapage par une exposition prolongée (de l’ordre de
30 min à 2 heures) contre un film avant d’amorcer une seconde hybridation. Pour
effectuer ce décapage, la membrane doit être submergée et incubée dans un tampon
comprenant du 2-mercaptoethanol 100 mM, SDS 2% et Tris-HC1 62.5 mM pH 6.7
pour une durée de 30 minutes à 50°C. Par la suite, la membrane est lavée deux fois
avec un grand volume de PBS contenant du Tween 20 0.1% à la température de la
pièce. La membrane peut alors être réutilisée immédiatement pour une autre
immunodétection ou conservée à 4°C pour une utilisation ultérieure.
11.5 ZYMMOGRAPHIE
Les cellules ont été ensemencées dans le milieu DMEM complet en présence
de sérum 10% et cultivées pendant 24 heure. Les cellules sont ensuite rincées deux
fois avec du milieu DMEM sans sérum et incubées dans le milieu sans sérum
contenant le DMSO cellule témoin ou avec du TPA (lOOng/ml). Après 24 ou 4$
heure les milieux ont été récupérés dans des tubes à centrifugation, des inhibiteurs de
protéases (aprotinine, leupeptine, pepstatine 1 tig /rnl) sauf le phénantroline (inhibe
l’activité des MMP) ont été ajoutés directement, et centrifugés pendant 5 min à 5000
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rpm à la température de la pièce afin d’éliminer les cellules qui peuvent se retrouver
dans les milieux.
Après avoir ajouté du tampon Laernmli 3X non-dénaturant (SDS 7.5%,
Glycérol 30%, Tris-HCI pH 6.8, Bleu de bromophénol) à 100 d de ces milieux de
culture pour faire une concentration finale de iX, ceux-ci ont été utilisés pour
quantifier l’activité gélatinolytique des MMPs présentes dans les milieux de culture
i.e sécrétées par les cellules. Des aliquots de 100d ont été soumis à une
électrophorèse par gel de polyacrylarnides-SDS (SDS-PAGE) contenant de la gélatine
à 0.1 mg/ml. Les gels ont été lavés 2 fois pendant 30 minutes dans de l’eau ultra pure
contenant du Triton X-100 2.5% pour enlever le SD$, rincés 2 fois dans de l’eau ultra
pure, et trempés dans un tampon contenant NaC1 2OmM, CaCÏ2 5mM, Brij-35 0.02%,
et Tris-HC1 5OmM (pH 7.4) pour 24 heure à 37°c, afin de réactiver les
métalloprotéases ayant migré aux différents endroits du gel. Ces gels ont été par la
suite colorés au Coomassie Brillant Bleu R-250 dans du méthanol 30%, acide
acétique 10% pendant environ 1 heure puis décolorés dans une solution de méthanol
30%, et acide acétique 10% pendant 1 heure , avec plusieurs changements de
solution, jusqu’à ce que les bandes claires, dépourvues de gélatine, apparaissent
clairement sur le fond bleu. Les MMP ont été identifiées d’après leur poids
moléculaire et la position des protéines MMP recombinantes (rMMP) migrées en
parallèle.
11.6 TECHNIQUE DE LA PLAIE
Cette technique est basée sur la capacité des cellules motiles à envahir une plaie
pour permettre la fermeture de celle ci. Les cellules HT1O8O et M$V-MDCK-INV
ont été ensemencées sur des lamelles à une densité de (300 000 cellules/plats 65mm)
dans du milieu DMEM-NaHCO3 en présence du sérum 10%. Après 24 h, les cellules
ont été lavées deux fois avec du milieu DMEM-NaHCO3 sans sérum, traitées avec de
l’ilomastat 20iM pendant 24 h ou du DM$O (témoin). Après 24h du traitement à
l’ilomastat, une rayure été effectuée sur la monocouche de cellules à l’aide d’un tipe
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de pipetman (p200). Après 6 h, Les cellules ont été fixées avec du paraformaldhéhyde
4% pendant 15 minutes et lavées 3 fois 10 minutes avec du PBS-CM filtré, et la
capacité des cellules à envahir la plaie en fonction du temps a été observée au moyen





L’identification des protéines spécifiques dans un lysat cellulaire repose sur la
spécificité des anticorps utilisés et leur efficacité à détecter les protéines d’une espèce
donnée. Le degré d’homologie entre des protéines homologues de différentes espèces
dicte la possibilité de les reconnaître avec un anticorps dirigé contre une protéine d’une
espèce donnée. Le choix des anticorps dépend ainsi toujours de l’espèce étudiée. Le
modèle cellulaire à l’étude dans le laboratoire du Dr Josette Nol est d’origine canine.
Très peu d’information quant au pouvoir de reconnaissance croisée des anticorps sur le
marché est fournie envers les protéines de cette espèce. A posteriori, nous constatons
que cet état de fait a beaucoup retardé et même énormément limité notre capacité
d’étude des MMPs des cellules MDCK.
111.1 L’expression de la MMP2 est équivalente dans les cellules MDCK, MSV
MDCK et MSV-MDCK-INV
Notre premier objectif était d’évaluer le niveau d’expression des MMP2 dans les
liguées cellulaires MDCK, MSV-MDCK (MSV) et MSV-MDCK-TNV (INV). Des
immunobuvardages de type Western ont été effectués. Les anticorps anti-MMP2 obtenus
des compagnies (Santa Cmz Bioteclmology et Chemicon) ont été testés à plusieurs
reprises et avec différents protocoles et dilutions sur des lysats totaux. Avec les anticorps
de la compagnie Santa Crnz, on détecte une seule bande correspondant au poids
moléculaire des MMP2 (72/67kDa) (Figure 9 A). Par contre, avec les anticorps de la
compagnie Chemicon, on détecte une bande intense de poids moléculaire (lO5kDa)
nettement supérieur au poids moléculaire de la MMP2 (72/67kDa), répertorié dans la
littérature. L’identité de cette bande est discutée dans la (section 111.1.1). Quelques
autres bandes d’intensité nettement moindre sont également observées dont une bande
de poids moléculaire identique à la MMP2, principalement dans les cellules MDCK.
Pour le reste des expériences, nous avons utilisé les anticorps de la compagnie Santa
Cruz qui semblent être plus efficaces pour l’espèce canine.
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Contrairement à ce qu’on attendait, le niveau d’expression de la MMP2 est
équivalent dans les cellules MDCK, MSV-MDCK et MSV-MDCK-TNV. Cependant,
comme le niveau d’activité d’une protéine n’est pas toujours proportionnel à son niveau
d’expression dû à des modifications post-traductionnelles, il demeure possible que la
MMP2 soit plus active dans les cellules MSV-MDCK-INV.
A) B)




Figure 9: Expression de la MMP2 dans les cellules MDCK, MSV-MDCK
et MSV-MDCK-INV. Le niveau d’expression de la MMP2 a été évalué par
immunobuvardage de type Western sur des extraits protéiques (50ig), avec
un anticorps anti-MMP2 (0.5 jig/ml) de la compagnie Santa Cruz (A) et de la
compagnie chemicon (B). L’anticorps a été incubé pendant 17-20 heures à
4°C. Les extraits protéiques ont été mélangés avec le tampon Laernmli
dénaturant et séparés sur un gel SDS- PAGE 7.5% acrylamide
111.1.1 La bande de haut poids moléculaire (-405kDa) ne correspond pas au
complexe MMP2/TIMP2
Il est connu que MMP2 et TIMP2 forment un complexe ($6). On s’est demandé
si la bande de haut poids moléculaire (‘— lO5kDa), détectée avec l’anticorps anti-MMP2
de la compagnie Chemicon, correspondait à ce complexe. En effet, des complexes de
dimères ou oligomères sont parfois observés même en présence de SDS et de 13-
mercaptoéthanol. C’est le cas pour des protéines membranaires tels les échangeurs
Na7H NIIEI et NHE3 (49). Pour vérifier ceci, des lysats totaux (50jig protéines) des
trois lignées cellulaires ont été préparés et des immunobuvardages de type Western ont
été effectués avec un anticorps spécifique anti-TIMP2 (Figure 10). Nous avons utilisé
les cellules cancéreuses HT1O8O comme témoin positif car il est connu (156) que ces
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cellules expriment TIMP2 et MMP2. De plus, les protéines d’origine humaine, contre
lesquelles sont dirigés les anticorps anti-TIMP2 et anti-MMP2, constituent un excellent
témoin pour vérifier la spécificité des anticorps.
L’anticorps TIMP2 utilisé reconnaît, tout comme l’anticorps MMP2 de chez Chemicon,
une bande à 105 kDa cependant il ne reconnaît pas le monomère TIMP2 dans les
lignées canines MDCK, MSV-MDCK et MSV-MDCK-INV. Une bande au poids
moléculaire de TIMP2 (- 2lkDa) a été détectée uniquement dans les cellules H11020.
Comme on ne peut pas détecter le monomère TIMP2 dans les cellules MDCK, MSV
MDCK et MSV-MDCK-INV, la bande de haut poids moléculaire ne correspond
probablement pas au complexe MMP2/TIMP2. Bien que très intense et d’intensité
différente dans les trois lignées cellulaires, cette bande représente probablement une
bande non spécifique. Une autre bande à -40kDa est détectée également avec cet







Figure 10: Expression de la TIMP2 dans les cellules MDCK, MSV-MDCK
(MSV) MSV-MDCK-INV (INV) et HT1O8O
Le niveau d’expression de la TIMP2 a été évalué par immunobuvardage de type
Western sur des extraits protéiques (50ig), avec un anticorps anti-TIMP2 (0.5
tg/rnl) de la compagnie Chemicon. L’anticorps a été incubé pendant 17-20 heure à
4°C. Les extraits protéiques ont été mélangés avec du tampon Laemmli dénaturant
et séparés sur un gel SDS-PAGE 10%.
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111.2 L’expression de la MMP9 est équivalente dans les cellules MDCK, MSV
MDCK et MSV-MDCK-INV
Il est connu depuis longtemps que la MMP9 est souvent plus active dans les
cellules cancéreuses, et que son niveau d’expression est plus élevé par rapport aux
cellules normales (non cancéreuses) (1, 103, 114). Le fait que les cellules M$V
MDCK-ll\TV représentent un modèle de cellules tumorales nous a incité à regarder le
niveau d’expression de la MMP9 dans ces cellules et son activité (section 1112.1.1), en
les comparant aux cellules parentales (non tumorales) desquelles elles dérivent; les
cellules MDCK et les cellules MSV-MDCK. Les expériences d’immunobuvardage
effectuées sur des lysats cellulaires totaux ont montré que le niveau d’expression de la
protéine MMP9 est équivalente dans les trois lignées cellulaires étudiées (Figure 11).
Ces résultats étaient inattendus.
Pour s’assurer que ce que l’on détecte est la protéine MMP9, nous avons
stimulé les cellules avec un ester de phorbol, le TPA (]2-O-tetradecanoyÏ phorboÏ-]3-






Figure 11: Expression de la MMP 9 dans les lignées cellulaires MDCK,
MSV-MDCK (MSV) et MSV-MDCK-INV (INV). Le niveau d’expression
de la MMP9 a été évalué par immunobuvardage de type Western sur des
extraits protéiques (50jig), avec un anticorps anti-MMP9 (0.5 jig/ml) de la
compagnie Santa Cruz. L’anticorps a été incubé pendant 17-20 heure à 4°C.
Les extraits protéiques ont été mélangés avec de laemmli dénaturant et
séparés sur un gel SDS-PAGE 7.5%.
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111.2.1 Le TPA stimule la maturation de la MMP9 dans les cellules MDCK
L’absence de différence d’intensité de la bande détectée avec l’anticorps anti
MMP9 dans les 3 lignées cellulaires à l’étude nous ont poussés à étudier l’effet du IPA
sur le niveau d’expression et/ou maturation de la MMP9 afin de vérifier la spécificité
de reconnaissance de l’anticorps. En effet, la littérature rapporte que le TPA stimule la
synthèse. et/ou la maturation (164) ainsi que la sécrétion (138) de la MMP9. Nous
attendions donc une telle modulation par le TPA si la bande détectée est spécifique. On
observe une petite augmentation de l’expression de la MMP9 par le TPA dans les
cellules MDCK mais non dans les cellules MSV-MDCK ni les cellules MSV-MDCK
EJV, et une maturation de MMP9 (pro-MMP9/MMP9) seulement dans les cellules
MDCK . En effet des bandes de poids moléculaire plus faibles sont spécifiquement







Figure 12: Effet de la stimulation par le TPA sur l’expression et la
maturation de la MMP9. Les cellules ont été cultivées en présence de FBS
10% pendant 24 heures. Les cellules ont été ensuite lavées deux fois avec du
milieu sans sérum et stimulées avec le TPA (1 OOng/ml) dans du milieu sans
sérum pour 24 heures. La protéine MMP9 a été détectée par immunobuvardage
de type Western avec un anticorps anti-MMP9 (0.5 ig/m1) de la compagnie
Santa Cruz. L’anticorps a été incubé pendant 17-20 heures à 4°C. Les lysats
totaux (50pg de protéines) ont été mélangés avec le tampon Laemmli
dénaturant, et les protéines ont été séparées sur un gel de SDS-PAGE 7.5%.
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111.3 La MMP9 est plus active dans les cellules MDCK
La technique de zymmographie est utilisée pour mesurer l’activité enzymatique
des métalloprotéases. Dans un premier temps, les milieux des cellules MDCK, MDCK
MSV, MDCK-MSV-INV et HT1 080 ont été séparés sur un gel d’acrylamide 10% dans
lequel nous avons incorporé de la gélatine à une concentration de 0.1 %. Rappelons que
la gélatine est une forme dénaturée du collagène, et qu’elle est dégradée principalement
par les gélatinases soit les MMP2 et les MMP9. L’activité des métalloprotéases est
évaluée sur les milieux cellulaires et non pas sur des lysats car les MMP solubles (non
membranaires) sont sécrétées sous la forme de pro-enzyme (zymmogène) dont
l’activation a lieu dans le compartiment extracellulaire par l’action d’autres protéases
(Figure 3)
Rappelons que l’on prive les cellules de sérum pour éliminer toutes les
protéases qui peuvent être présentes dans le sérum, et qui peuvent participer à
l’activation des métalloprotéases d’une façon exogène.
Contrairement à ce que nous attendions, on n’observe aucune activité de la
MMP2 ni la MMP9 dans les cellules MDCK-MSV-INV dans ces conditions (Figure
13 A). Dans les cellules MDCK, MSV-MDCK et HT1O8O, nous observons une bande
qui correspond à la MMP9. La MMP9 semble être plus active dans les cellules MDCK
comparativement aux cellules MSV et, d’une façon surprenante, elle est plus active que
la MMP9 des cellules cancéreuses HT1 080. L’activité de la gélatinase A, soit la
MMP2, est détectée uniquement dans les cellules HT1 080.
Nous avons par la suite, stimulé les cellules avec le TPA pour voir si ce dernier
induit l’expression de la MMP9 dans nos lignées cellulaire comme c’est reconnu dans
la littérature (183). Des résultats inattendus mais intéressants ont été obtenus (Figure
13 B); l’activité MMP9 des cellules MDCK-M$V-INV n’est pas détectable en absence
ou en présence de TPA après 24 h de stimulation. Tel qu’attendu, le TPA stimule la




pendant 24 h puis lavées deux fois avec du milieu sans sérum et déprivées de
sérum pendant 24 h (A) ou stimulées avec 1 OOng/ml TPA dans du milieu sans
sérum (B). Les milieux ont été récupérés en présence d’inhibiteurs de protéases à
une concentration de 1 jig/ml. Du tampon Laernmli non-dénaturant 3x a été ajouté
à 100iL de milieux conditionnés. Les protéines ont été séparées par SD$-PAGE
contenant de la gélatine à une concentration de 0.1%. Les métalloprotéases ont
été identifiées selon leur poids moléculaire et la position des rMMPs
111.4 Relation entre l’expression de la MMP2 et l’activation de c-Met par son
ligand, le HGF
Le rôle du rHGf dans la maturation et l’augmentation de l’expression de
certaines métalloprotéases (MMP2,3,9,14) dans plusieurs lignées cellulaires a été bien
démontré (119, 177). Étant donné que les cellules MSV-MDCK-1NV sécrètent le HGF
d’une façon constitutive, il nous a semblé important de déterminer si l’activation de c
Met corrèle avec une forte expression de MMP2 dans ces cellules. Pour ce faire, nous
avons, d’une part, stimulé les cellules MDCK et MSV-MDCK avec le rHGf et, d’autre
part, récupéré le milieu d’incubation des cellules MSV-MDCK-LNV en présence de
(uHGF) pour titrer le HGf à mesure qu’il est sécrété par les cellules. On sait que le
HGF, ajouté de façon exogène, induit la phosphorylation de c-Met dans les cellules
Figure 13: Activité gélatinase mesurée par zymmographie sur les milieux
conditionnés. Les cellules ont été ensemencées en présence de sérum et cultivées
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MDCK et M$V-MDCK (172). Nous avons donc regardé le profil de phosphorylation
de c-Met et le niveau d’expression de la MMP2 correspondant. Les résultats obtenus et
présentés à la (Figure 14) montrent que le HOF induit une phosphorylation de son
récepteur c-Met dans les lignées cellulaires MDCK et MSV-MDCK, et que cette
phosphorylation corrèle avec une augmentation de l’expression de la MMP2. De façon
étonnante, l’expression de la MMP2 ne corrèle pas avec le degré de phosphorylation de
c-Met dans les cellules MSV-MDCK-TNV. Afin de confirmer l’uniformité des
quantités de protéines séparées par électrophorèse SDS-PAGE, un immunobuvardage
anti-FAK a été réalisé, étant donné que cette protéine est exprimée en grande quantité
dans les cellules étudiées. Pour une même lignée, les quantités détectées sont tout à fait
comparables dans tous les puits, confirmant les observations de la coloration au rouge
Ponceau où des quantités uniformes de protéines étaient détectées dans chaque puits.
Ces résultats suggèrent que les voies de signalisation menant à l’expression de
la MMP2 ne sont pas régulées de la même façon, ou même, seraient différentes pour
les lignées MDCK, MSV-MDCK versus la lignée MSV-MDCK-NV.
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Figure 14: Effet du rHGF et de l’anti HGF (Œ-HGF) sur le degré de
phosphorylation de c-Met et le niveau d’expression de MMP2
Le degré de phosphorylation de c-Met et le niveau d’expression de la MMP2 dans
les lignées cellulaires MDCK et MSV-MDCK stimulées au HGF (5Ong/ml) pendant
10’, 30’, 3H ou 24H et dans la lignée MSV-MDCK-INV traitée avec l’Œ-HGF
(5tg/ml) pendant 24 H ont été étudiés par immunobuvardage de type western avec
les anticorps anti-phospho-c-Met (yl23O.l234l233) et anti-MMP2. Le niveau
d’expression de la FAK a été évalué, avec l’anticorps anti fAK, sur la membrane
ayant servi à révéler la MMP2 après décapage des anticorps primaires et secondaires.
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111.5 Expression de la MMP3, la MMP7 et la MMP14
Les résultats inattendus obtenus avec les MMP2 et 9 nous ont poussés à
regarder d’autres MMPs pouvant être impliquées dans le caractère motile des cellules
MSV-MDCK-INV. En se basant sur les MMPs connues dans la littérature comme étant
impliquées dans des phénotypes tumoraux, nous avons tenté d’évaluer le niveau
d’expression des MMP3 et 7. Il a en effet été montré (13, 42) que dans les desrnoid
tumottr et dans le cancer de l’utérus, le niveau d’expression de ces MMPs varie en
fonction de l’invasion tumorale. Les seuls anticorps anti-MMP3 et anti-MMP7
disponibles sur le marché sont ceux dirigés, surtout, contre les MMPs de l’espèce
humaine. Nous avons tenté de détecter ces MMPs dans nos lignées cellulaires canines.
Toutefois, aucune bande n’a pu être détectée, même avec l’utilisation de différents
protocoles et dilutions des anticorps et après des expositions des films prolongées. La
spécificité des anticorps testés a donc constitué un obstacle majeur à cette
caractérisation plus poussée de sorte qu’on n’a pu tirer aucune conclusion concernant
l’expression de ces MMPs dans les cellules MDCK, MSV-MDCK et M$V-MDCK
TNV.
Pour ce qui est de la mesure de leur activité, la technique de zymmographie ne
peut pas être utilisée car, contrairement aux gélatinases (MMP2 et 9) dont le substrat
est la gélatine, les substrats des MMP3 et 7 sont respectivement le protéoglycan et la
fibronectine. Or ces substrats ne peuvent pas être incorporés dans le gel $DS-PAGE.
Comme la métalloprotéase membranaire MMP14 (ou MT1-MMP) joue un rôle
essentiel dans l’activation de la MMP2 (Figure 4) et que cette MMP est concentrée
dans les larnellipodes et les pseudopodes des cellules RFM] 7951 hurnan metanorna
celÏs (121), et dans les lamellipodes des ostéoclastes (146), nous avons également tenté
de la détecter dans nos lignées cellulaires. Une fois de plus, différents anticorps utilisés
provenant des compagnies Santa Cruz Bioteclmologie et Chemicon ont été testés à
plusieurs reprises. Cependant, aucun des anticorps testés n’a reconnu la MMP14 dans
nos lignées canines (résultats non présentés). Afin de confirmer ces résultats nous
avons testé les anticorps sur des lysats de cellules humaine U87 gÏuoma ccli (utilisé
conrn-ie témoin positif) transfectées avec le cDNA codant pour la MMP14. Ces lysats
cellulaires ont été fournis par le Dr Borhane Aimabi de l’UQAM. Les anticorps dirigés
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contre la MMP14 détectent, comme prévu, la MMP14 recombinante d’origine
humaine, mais ne détectent aucun signal dans nos 3 lignées canines sur la même
membrane de nitrocellulose. Ceci confinue la spécificité de ces anticorps pour l’espèce
humaine uniquement.
Nous ne pouvons donc pas conclure quant au niveau d’expression de la MMP14
(ou MT1-MMP) dans les cellules M$V-MDCK-INV tumorales et invasives
comparativement aux lignées parentales MDCK et MSV-MDCK transformées.
111.6 Inhibition des métalloprotéases par l’ilomastat
Le fait que les MMP2 et 9 sont faiblement exprimées ou absentes dans les
cellules MSV-MDCK-LNV et que leur activité ne peut être détectée suggère fortement
que ces MMPs ne sont pas impliquées dans le caractère invasif des cellules MSV
MDCK-1NV. Aucune conclusion concernant les MMP3,7 etl4 ne peut être tirée en
raison du manque d’anticorps spécifiques contre ces protéines dans les lignées canines.
Cependant, d’autres membres de cette grande famille pourraient jouer un rôle dans le
phénotype motile de ces cellules. Comme il nous était impossible de regarder les 20
autres métalloprotéases dans le cadre de ce travail (temps et coût associés vu les
problèmes récurrents de reconnaissance par les anticorps disponibles), nous voulions
utiliser des inhibiteurs pharmacologiques afin d’inhiber leur activité. En effet, plusieurs
inhibiteurs sont réputés avoir une action inhibitrice vis-à-vis de plusieurs membres de
la famille des MMPs. Cependant, les très bons inhibiteurs sont déjà en phase d’essais
cliniques et/ou non-disponibles commercialement (Marimastat, Batimastat) (79). Plus
récemment, nous avons été conseillés par le Dr Borhane Annabi, un spécialiste dans le
domaine des MMPs (4-11, 61, 62, 97), d’utiliser un inhibiteur à large spectre et
disponible sur le marché. L’ ilomastat (N-[(2R)-2-Gzydroxarnidocarbonylrnethyl)-4-
rnethylpentanoyl]-L-tiyptophan methylamide) aussi connu sous le nom de galardin a
été, à l’origine, synthétisé comme un inhibiteur des collagénases présentes dans la peau
humaine (68). Ce composé inhibe les MMP-1, -2, -3, et -9 (2, 74). L’ilornastat a donc
été utilisé pour avoir une idée générale, à savoir si plusieurs autres MMPs peuvent être
impliquées dans la motilité des cellules MSV-MDCK-INV.
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111.6.1 L’ilomastat diminue l’activité de la MMP2 dans les cellules HTJO8O
seulement
Comme l’ilomastat inhibe l’activité des MMPs, et non leur synthèse, nous
avons mesuré uniquement l’activité gélatinase des MMPs sécrétées par zymmographie.
Les cellules MDCK et MSV-MDCK-INV, mais aussi les cellules H11080 utilisées
comme témoin positif, ont été traitées avec une concentration d’ilomastat de 20 1iM en
absence de sérum, et les milieux conditionnés ont été récupérés après 24-4$h. Cette
concentration a été choisie sur la base des expériences rapportées dans la littérature
(11). L’activité gélatinase, mesurée par zymmographie, sur des cellules MDCK,
HT1O8O et MSV-MDCK-INV après 24-4$ h (Figure 15) montre que l’ilomastat ne
semble pas avoir un effet important sur l’activité de la MMP9 dans les cellules MDCK
ni dans les cellules MSV-MDCK-NV.
MMP9
MMP
Figure 15: Activïté gêlatïnase en présence et en absence d’ilomastat, mesurée
par zymmographie sur les milieux conditionnés.
Les cellules ont été ensemencées en présence de sérum et cultivées pendant 24 H.
Les cellules ont été lavées deux fois avec du milieu sans sérum, puis traitées avec
20 jiM ilomastat pendant 24 H. Les milieux ont été récupérés en présence
d’inhibiteurs de protéases (1ig /ml). Les milieux ont ensuite été mélangés avec
le tampon Laemmli non-dénaturant et les protéines ont été séparées par SDS
PAGE 10 % contenant de la gélatine à une concentration de 0.1%. Les
métalloprotéases ont été identifiées selon leur poids moléculaire et la position des
rMMP9.





La figure 15 montre clairement que, par rapport aux cellules témoins (-
Ilomastat), l’ilomastat réduit de façon importante l’activité de la gélatinase A (MMP2)
dans les cellules HT1O8O. En effet, la bande correspondant à la forme active (mature)
de plus faible poids moléculaire a complètement disparu alors que la bande
correspondant à la forme immature est plus intense. Ceci indique que l’ilomastat a
inhibé la maturation de la MMP2. Cependant l’effet de l’ilomastat sur l’activité MMP9
est difficilement détectable; aucune différence d’activité de MMP9 des cellules témoins
(-Ilomastat) vs cellules traitées (+Ilomastat) n’est observée dans les trois lignées
cellulaires étudiées.
On peut conclure que les conditions utilisées, soit un traitement des cellules à
l’ilomastat 20 iiM pour 24-48 heures, permettent de détecter une inhibition de l’activité
des MMPs puisqu’une inhibition est observée pour les MMPs des cellules HT1O$0.
Ces conditions ont donc été reprises pour étudier l’effet de l’ilornastat sur la motilité
des cellules dont les cellules MSV-MDCK-IISTV (section 111.4.2).
111.6.2 L’ilomastat inhibe partiellement la motilité des cellules MSV-MDCK-INV.
La technique de guérison de plaie (wound healing assay) est utilisée pour
mesurer l’habilité des cellules à se déplacer dans une direction donnée. Les cellules
MSV-MDCK-INV et les cellules HT1O8O ont été ensemencées à haute densité sur une
lamelle. Après 24 heures d’ensemencement, les cellules ont été lavées deux fois avec
du milieu sans sérum pour éliminer toute source exogène de protéases et incubées 24
heures en présence de DM$O (cellules témoins) ou Ilomastat 20 1iM. Une rayure a été
effectuée par la suite sur la monocouche de cellules et la capacité des cellules à envahir
la plaie a été observée en fonction du temps. On observe à la figure 16 que la capacité
des cellules MSV-MDCK-TNV et des cellules HT1O8O à envahir la plaie est moindre à
la suite d’un traitement à l’ilomastat comparativement au témoin DMSO. Ceci nous
suggère que les cellules M$V-MDCK-INV sécrètent des métalloprotéases qui
favorisent leur déplacement, et que le traitement à l’ilomastat ralentit le déplacement de
cellules en inhibant ces métalloprotéases. Donc il y a certainement, parmi les 25
membres de la famille des métalloprotéases, des métalloprotéases impliquées dans la
motilité des cellules MSV-MDCK-1NV. Toutefois les métalloprotéases étudiées dans le
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cadre de ce travail soit les MMP2 et 9 ne semblent pas l’être. Il faut quand même noter
que bien que non quantifiée précisément, l’inhibition par l’ilomastat de la capacité des
cellules MSV-MDCK-TNV à refermer la plaie est faible comparativement à celle
obtenue par exemple, par l’inhibition des voies de signalisation H3kinase (environ 35
%) et ERK1/2 (environ 25 %) (résultats du laboratoire en préparation pour fin de
publication). Ceci suggère que la contribution des MMPs à la capacité motile globale








Figure 16: Effet de l’inhibition des métalloprotéases par l’ilomastat sur la
motilité des cellules MSV-MDCK-INV et les cellules HTJO8O.
La capacité d’invasion des cellules a été mesurée par la technique de la plaie. Une
rayure a été effectuée sur la monocouche de cellules et la capacité des cellules
traitées à l’Ilomastat 20 tM à envahir la plaie été observée en fonction du temps.
Ces traitements ont été effectués en absence de FBS. Une rayure au temps O a été





IV.1 La MMP2 est exprimée également dans les cellules MDCK, MSV-MDCK et
MSV-MDCK-INV
Le caractère métastasique des cellules tumorales, dépend principalement de leur
capacité à dégrader la matrice extracellulaire par des protéases (89) et dépend aussi de
leur capacité motile intrinsèque. Une expression élevée de la MMP2 est souvent liée
au caractère tumoral des différents types de cellules cancéreuses (1, 57)
Un effet stimulateur du HGF/SF sur la synthèse de MMP2 a été rapporté dans les
cellules rénales humaines (65), dans les cellules de carcinome de colon (coton
carcinoma celi unes) (170) et dans les cellules de carcinome de la vessie (Gaïlbiader
carcinorna ceil unes) (102). Cepedant, dans ces 3 études, le mécanisme d’action par
lequel le HGF stimule la synthèse de la MMP2 n’a pas été fermement établi. La région
5’ flanquante du gène irnnp2 est différente des autres MMPs: il n’y a ni la boite
TATA (5!TATAAAAG3?), ni le site AP-1 (activator protein-] ) dans le promoteur
de MMP2 (41). Cependant, Harnasuna et al (72) montrent que l’effet stimulateur du
HGF sur la synthèse de MMP2 dans les cellules U25 1 implique une activité tyrosine
kinase, et donc probablement une augmentation de la phosphorylation sur des résidus
tyrosine, car un pré-traitement des cellules avec un inhibiteur des protéines à activité
tyrosine kinase (l’herbimycin A) inhibe complètement l’effet du HGF/SF sur
l’expression de MMP2. Comme le HGf/$F agit spécifiquement sur c-Met, il est fort
probable que la modulation de la synthèse de MMP observée dans cette étude soit dû à
la cascade HGf/SF - c-Met - activité tyrosine kinase.
Nous avons montré que dans notre lignée de cellules invasives sécrétant le HGF
de façon constitutive, la MMP2 n’est pas exprimée de façon significative
comparativement aux cellules parentales non invasives, les cellules MDCK et M$V
MDCK. En effet, des immunobuvardages effectués sur les Jysats de cellules MDCK,
M$V-MDCK et MSV-MDCK-INV ne montrent aucune différence d’intensité de la
bande correspondant à la MMP2 exprimée entre ces trois lignées (Figure 9, p66).
Silberrnan et al. ont proposé que l’expression de la MMP2 passe via les voies de
signalisation Ras et P13 -Kinase (152) (Figure 17). Ceci ne peut malheureusement pas
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expliquer l’absence d’augmentation de l’expression de la MMP2 dans les cellules
MSV-MDCK-INV car, en présence de sérum (condition utilisée pour la culture des
cellules en vue de la préparation des lysats cellulaires ayant servi aux
immunobuvardages), l’activité de la voie P13-Kinase, telle qu’estimée par la mesure
du degré de phosphorylation de Akt, est même plus grande pour ces cellules que pour
les cellules MDCK et MSV-MDCK (résultats du laboratoire, non-publiés). De même,
la voie ras-ERK est constitutivement active dans les cellules INV car même après
avoir privé de sérum nos cellules pendant 24 heures, MEK1/2 et ERK1/2 sont
pleinement phosphorylées sur les résidus Ser 217/221 et Thr202/1yr204,
respectivement , témoignant d’une forte activité. Nous concluons donc que ni la voie
P13-Kinase, ni la voie ras-ERX ne sont impliquées dans la modulation de l’expression






Figure 17 : Impliquation des voies de signalisation MAPK, P13 -Kinase dans la
transcription du gène MMP2.
MAPK
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IV.2 La MMP9 n’est pas régulée de même manière dans les cellules MDCK et les
cellules INV
L’expression de la MMP-9 a été clairement associée à un phénomène
métastasique (25). Le gène mrnp9 est localisé sur le chromosome 20. Son promoteur
contient des sites de liaison pour les facteurs de transcription AP 1, NF-KB, AP2 et Sp
1. Ceux-ci constituent les éléments essentiels pour la régulation de l’expression de ce
gène. Il a été montré par Lakka et al. qu’une mutation dans un de ces sites diminue,
d’une façon significative, l’expression de la MMP9 (96).
L’expression de la MMP-9 peut être induite rapidement par des cytokines ($0,
83, 93), esters de phorbol (166) et interactions cellule-cellule (12), et être modulée par
Akt/PKB (90). Plusieurs molécules et voies de signalisation sont impliquées dans
l’induction de la MMP-9 dans les cancers du sein, comme par exemple le EGF
(epidermal growtÏzfactor) et MAPK (93, 135, 136)
Il est reconnu que l’activation des protéines Kinases C (PKC) induit l’expression
de MMP9 via l’activation du facteur de transcription NF-KB (Figure 18). Le TPA agit
comme un homologue du diacylglycérol, et active ainsi plusieurs isoformes des PKC
dont les PKC classiques (Œ, 13i, f3it et y) et nouvelles (, g, ri, O et p), en induisant leur
translocation du cytosol à la membrane. Le TPA est ainsi couramment utilisé pour
l’étude des voies de signalisation impliquées dans l’expression des MMPs dans les
cellules cancéreuses.
Le niveau d’expression de la MMP9 est identique dans les cellules MDCK, MSV
MDCK et MSV-MDCK-1NV (Figure 11, p68). Toutefois, contrairement aux cellules
parentales MDCK, le traitement des cellules 1NV avec le TPA n’induit aucun
changement de l’expression (Figure 12, p69) et/ou de l’activation de la MMP9 dans
ces cellules (Figure 13, p71). Il est connu que les PKC constituent le récepteur
cellulaire majeur des esters de phorbol (126). Il demeure possible que l’identité des
PKC exprimées dans les cellules MDCK, HT1O8O et fNV ainsi que le niveau
d’expression de celles-ci ne soit pas le même. En effet comme les PKC atypiques ne
répondent pas au DAG, une expression préférentielle de celles-ci dans les cellules INV
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pourrait rendre compte de l’absence de modulation de l’expression et de l’activité de
la MMP9 dans ces cellules. Enfin, la présence d’une ou de plusieurs mutations dans la
voie de signalisation menant à l’expression de la MMP9 via les PKC, est aussi
possible. Récemment, des études effectuées dans le laboratoire du Dr Josette Nol, ont
montré qu’une incubation prolongée de 24 heures avec le TPA (100 ng/ml) a un effet
inhibiteur sur l’expression de la PKCŒ et sur le degré d’activation de celle-ci (résultats
non montrés). Bien que ce type de protocole soit utilisé dans la littérature pour mettre
en lumière une augmentation de l’expression et/ou de l’activité de la MMP9, la
régulation négative de la PKCŒ, du moins, dans les cellules INV, pourrait facilement
expliquer le fait que le TPA n’ait pas stimulé l’activité de la MMP9 dans ces cellules.
Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Smolian et al (154) qui
montrent que, contrairement au cellules HT1O8O, la stimulation par le PMA, (phorbol
myristate acetate, un analogue du TPA) des cellules HRSf (human rheumatoid












Figure 18: Représentation shématique des voies de signalisation
impliquées dans la régulation de l’expression de MMP2 et 9 dans les
fibroblastes.
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IV.3 Relation entre l’expression de la MMP2 et l’activation de c-Met par son
ligand HGF
Il est rapporté par différents auteurs que le HGF augmente l’expression de la
MMP2 dans les cellules cancéreuses U-1810 d’origine pulmonaire (33), dans les
cellules Caco-2 de carcinome du côlon (89), et les kératinocytes (23) . Comme nous
étions surpris des résultats que nous avons obtenus relatifs au niveau de MMP2 et du
degré d’activation de celle-ci dans les cellules INV, qui rappelions-le, est une modèle
de cellules tumorales et invasives, nous avons voulu déterminer si la stimulation par le
HGF des cellules MDCK et des cellules transfonuées pouvait induire ces effets. Nous
avons réussi à démontrer un lien direct entre la durée de traitement par le r-HGf et le
niveau d’expression de la MMP2 dans les cellules MDCK et MSV-MDCK (Figure 14
p72). En effet, une augmentation transitoire de la quantité de MMP2 est observée
après 30-180 min de traitement; le signal étant similaire aux cellules non-traitées
après 24 h de traitement. Cette diminution de la quantité de protéines après une
stimulation prolongée par le HGf pourrait. être due à une régulation négative
spécifique de la synthèse de MMP2 via la stimulation de c-Met. Rappelons ici que le
niveau de 125F demeure constant même après 24 heures de stimulation par le
HGF, rejetant d’emblée la possibilité d’une dégradation non-spécifique. Cependant,
aucune régulation de ce genre n’a encore été rapportée dans la littérature
La modulation négative de l’expression de la MMP2 via la voie HGF/c-Met
expliquerait par ailleurs pourquoi les cellules TNV, qui sécrètent d’une façon
constitutive le HGF, n’ont pas des niveaux élevés de MMP2.Voulant démontrer que la
stimulation continue du récepteur c-Met par le HGF sécrété pourrait expliquer la non
stimulation de la synthèse de MMP2 dans les cellules cancéreuses et invasives,
comparativement aux cellules MDCK de type sauvage, nous avons traité les cellules
JNV avec l’anticorps anti-HGF pendant 24-48 h afin de bloquer complètement
l’activation de c-Met (172) (Figure 14, p72). Alors que nous attendions une chute du
niveau de MMP2, cette manoeuvre n’a eu aucun effet sur le niveau d’expression de
MMP2 bien qu’elle induit une diminution significative du degré de phosphorylation
(activation) de c-Met (témoignant de l’efficacité du traitement à l’anti-HGF). Il
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demeure possible, cependant, que le faible degré d’activité de c-Met ait suffit à
enclencher la cascade de signalisation menant à la transcription du gène rnmp2 et/ou à
la traduction des ARNm codant pour MMP2. Bien que la titration du HGF sécrété par
l’utilisation de l’anticorps anti-HGF pendant 24 h ne nous ait pas permis de conclure
avec certitude, il demeure possible que l’expression temporelle de la MMP2 soit
modulée par le HGF.
Welgus et al ont montré que l’induction de la synthèse de MMPs par le HGF/$F dans
les kératinocytes dépend à la fois d’activité tyrosine kinase(phosphorylation sur
tyrosine) et de l’activation des protéines kinases C (46). En effet le traitement des
kératinocytes avec l’herbimycine A (inhibiteur de tyrosine kinase) ou avec la
staurosporine (inhibiteur de la protéine kinase C) inhibe l’induction de MMPs par le
HGF. Cependant le traitement des kératinocytes avec l’orthovanadate (inhibiteur des
phosphatases à résidus tyrosine) potentialise l’effet inducteur du HGF/SF sur la
production des MMPs.
IV.4 La MMP9 est active dans les cellules MDCK uniquement
Bien que le niveau d’expression de la MMP9 soit équivalent dans les cellules
MDCK, MSV-MDCK et 1NV, la MMP9 est plus active dans les cellules MDCK.
Aucune activité n’est détectée dans les cellules JNV (Figure l3,p7l). Ce résultat nous
a beaucoup surpris. Selon nous, deux hypothèses peuvent expliquer ces observations.
1- La MMF9 ne serait pas sécrétée dans ces cellules. Pour vérifier cette possibilité,
nous avons tenté de la détecter par immunobuvardage de type Western dans le milieu
cellulaire. Malheureusement, aucune conclusion n’a pu être tirée. En fait, on ne voit
aucune bande correspondante à la MMP9 dans le milieu cellulaire, même dans les
cellules MDCK où elle y est très active (résultas non-présentés). Selon les résultats
présentés dans la littérature i.e le ratio «activité/MMP9 exprimée », on aurait dû être
capable de la détecter pour nos cellules MDCK, également. D’autre part, il est reconnu
que, dans les chondrocytes, la MT-MMP 1 active la pro-MMP 13, qui à son tour
participe à l’activation de la pro-MMP9 (45). On peut donc supposer que 2- il y a plus
de MT-MMP 1 dans les cellules MDCK et alors, plus de MMP9 active
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IV.5 Activité de la MMP2
Pour une raison que nous ignorons, l’activité de la MMP2 n’est détectée dans aucun
des modèles cellulaires canines étudiées. Seules les cellules HT-1080 présentent une
activité nettement mesurable dans les conditions expérimentales choisies. Le niveau
d’expression de la MMP2 dans les cellules MDCK, M$V-MDCK et INV peut être trop
faible pour être détectée en zymmographie. Pour contourner ce problème, nous avons
tenté de concentré les milieux cellulaires en utilisant des filtres centricon mais aucune
activité n’a été détectée. Nous avons également ensemencé nos cellules à des densités
trop élevées afin d’augmenter nos chances de détecter la MMP2 dans le milieu cellulaire
mais aucune activité n’a pu être mesuré dans ces trois lignées cellulaires
IV.6 MMP et motilité cellulaire
Les métalloprotéases, comme nous l’avons déjà mentionné dans la partie
introduction de ce mémoire, constituent une famille de 25 membres. Nous avons choisi
d’étudier les gélatinases MMP2et 9 en se basant sur le fait que ces métalloprotéases sont
très souvent reliées au caractère invasif dans les lignées cellulaire U25 1 (71, 94) et
Caco2 (71, 94), et qu’une relation étroite est établie entre MMP2,le HGF et c-Met (23,
89, 177). Toutefois, d’autres MMPs, soit les MMP7 (182), MMP26 (133), MMP1,
MMP3, MMP11, MMP12, MMP13 (42) et MT1-MMP sont aussi reliées aux caractères
tumoral dans quelques lignées cellulaires (Tableau III). Une ou plusieurs de ces MMPs
pourraient contribuer à une partie du phénotype motile des cellules INV. En effet, nous
avons montré que l’ilomastat ralentit légèrement le mouvement des cellules INV, lequel
avait été stimulé par la destruction de la couche de cellules (Figure 16, p78). Ce
ralentissemnet du mouvement cellulaire est sûrement dû à l’inhibition d’une ou de
plusieurs métalloprotéases exprimées et secrétées par ces cellules. On peut donc
envisager qu’elles soient impliquées dans leur motilité. L’identité de ces
métalloprotéases n’a pas pu être étudiée dans le cadre de ce travail, soit du fait de notre
incapacité à les identifier, soit par manque de temps.
Rappelons enfin que les voies P13-kinase-Akt, ras-ERK, PLCy1-PKC et 3gMAPK
contribuent toutes, à des degrés différents, à moduler les mécanismes impliqués dans
le phénomène de motilité des cellules TNV i.e la réorganisation du cytosquelette et la
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protrusion des pseudopodes. En effet, l’addition d’inhibiteurs spécifiques de chacune
de ces voies de signalisation mène à une inhibition partielle, et additive, du
mouvement cellulaire (résultats du laboratoire en préparation pour publication). Jia et
collaborateurs ont récemment caractérisé, dans ces cellules INV, un autre processus
pouvant aussi contribuer au phénomène de motilité: le bourgeonnement membranaire
(membrane blebbing) (184). Il est ainsi montré que la voie d’activation de RhoK (rho
kinase) menant à l’activation de la 3$M module une fraction importante du
phénomène de motilité, et stimule à la fois le «membrane bÏebbing ». Il est proposé
que ce mouvement membranaire soit précurseur aux prolongements de type
pseudopodial, et donc, précurseur au mouvement cellulaire. Il se pourrait très bien que
la transformation par le virus MSV ait provoqué l’activation et le développement de
plusieurs systèmes parallèles impliqués dans la motilité. Il est logique de croire que
l’activation de différentes voies de signalisation et l’activation de certaines
métalloprotéases auraient favorisé la sélection des cellules 1NV à partir de la





Dans cette étude nous avons démontré que les cellules MSV-MDCK-LNV au
caractère tumoral et invasif ne sécrètent pas les MMP2 ni les MMP9 et que ces dernières
ne sont pas impliquées dans la motilité de ces cellules. L’effet de l’ilomastat sur leur
capacité à réparer une plaie suggère toutefois que certaines MMPs participent à cette
migration cellulaire. En effet, comme les MMPs constituent une grande famille de 25
membres, d’autres MMPs, en particulier les MMP3,7 et 13, pourraient y jouer un rôle
dans la motilité cellulaire.
L’utilisation d’anticorps dirigés contre les MMPs de cellules canines s’est
avérée techniquement très difficile, certainement dû au fait que les séquences
peptidiques des MMPs canines diffèrent significativement ou même légèrement des
séquences humaines. Comme il est plus facile de modifier les conditions d’hybridation
de sondes nucléotidiques que d’anticorps (conditions de stringence, longueur et
position de la sonde), on pourrait tenter de détecter les MMPs d’intérêt par
immunobuvardage de type Northern. Des comparaisons de séquences nucléotidiques
entre les MMPs d’espèces connues permettront de préciser les régions les plus
homologues. Des sondes basées sur ces séquences seront ensuite dessinées. Après
avoir identifié ces MMPs, l’activité protéolytique de ces MMPs sera évaluée au moyen
de trousses commerciales. La technique des siRNA «srnall inteiference RNA »
pourrait aussi être utilisée afin d’inhiber la transcription et donc la synthèse de telle ou
telle MMP, puis regarder par la technique de la plaie et/ou chambre de Boyden, l’effet
de cette inhibition sur la motilité cellulaire. L’utilisation de logiciels permet en effet
d’identifier la position et la séquence les plus propices à une hybridation et
annihilation efficaces des siRNAs.
Si l’une des MMPs investiguées s’avèrent avoir un rôle dans la motilité et
l’invasion de cellules INV, cette lignée cellulaire pourrait être utilisée pour tester l’effet
de certains inhibiteurs pharmacologiques à large spectre ou d’action plus pointue des
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